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Définitions. 


Le probleme de Vorigine, de la nature et de l’interprétation de 
l’éosinophilie demeure, malgré le nombre important des travaux 
que cette question a suscité, parmi les plus obscurs de l’héma- 
tologie. 

L’hyperéosinophilie est fréquente dans les états nosologiques 
au cours desquels s’établissent des conflits antigéne-anticorps 
(helminthiases, infections éosinophilogénes) ; elle est notée com- 
munément dans les processus toxiques et irritatifs comportant la 
libération ou la désintégration, dans l’organisme, de molécules 
protidiques hétérogénes ou endogénes (intoxications, asthme, 
dermatoses, résorption d’épanchements, radiothérapie). Ces cons- 
tatations ont suscité Vhypothése pathogénique assez solidement 
étayée, mais non encore démontrée, que la cellule éosinophile 
serait le substratum de certaines réactions humorales antigéniques, 
d’intolérance et d’hypertonie vagale (Weinberg et Seguin, 1913 ; 
H. Jausion, Hugonot et Sohier, 1925 [4], L. Derobert /2}), et on 
a supposé que la granulation éosinophile est un complexe protido- 
lipidique instable, ayant pour origine la floculation puis la cristal- 
lisation d’éléments protidiques hétérogénes ou endogénes, inso- 
lites, ou adultérés dans l’économie. 


(*) Manuscrit recu le 23 mars 1955. 
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Sur le plan pragmatique, l’hyperéosinophille sanguine, chez 
Vhomme, est un état pathologique dans lequel le nombre des 
cellules & granulations éosinophiles est notablement augmenté et 
dépasse le maximum de fréquence de 0,5 a 4 p. 100 (200 
4 300 éosinophiles par millimetre cube de sang) que l’on observe 
chez un sujet normal (1). 

L’hyperéosinophilie médullaire contrdlable au niveau des 
moelles sternales ou épiphysaires est contemporaine de I’éosino- 
philie sanguine, puisque celle-ci est le témoin d’une réaction 
granulocytopoiétique de la moelle osseuse. 

L’hyperéosinophilie tissulaire correspond a l’apparition, dans 
des organisations cellulaires qui ne contiennent normalement que 
quelques cellules éosinophiles, de nombreux histiocytes ou poly- 
nucléaires éosinophiles. Ce processus parait indicatif, sans pré- 
juger de l’origine histologique des cellules éosinophiles observées, 
d’un ‘remaniement irrilatif et inflammatoire local, subaigu, de 
nature toxique (endogéne ou hétérogéne) ou parasitaire. 

En restant dans les limites des faits d’observation ou d’expé- 
rimentation, on constate que lVhyperéosinophilie apparait dans 
des états pathologiques dont l’étiologie est disposée sur un trés 
large éventail. 

On est, ainsi, amené a distinguer : 1° les éosinophilies secon- 
daires A des états nosologiques divers, ce sont les plus communes 
(parasitoses, infections, intoxications, allergie); 2° les éosino- 
philies dites cryptogénéltiques, non leucémiques, affections rela- 
tivement rares, dont l’une des expressions cliniques est l’éosino- 
philie familiale ; 8° les leucémies 4 éosinophiles, généralement 
aigués ou subaigués, qui sont exceptionnelles. 

A ces groupes représentatifs des éosinophilies  cliniques, 
humaines ou animales, il faut joindre celui des éosinophilies 
expérimentales dont le type est l’éosinophilie du cobaye provoquée 
par les extraits de douves (Fasciola hepatica) et par les extraits 
de piment de Guinée (Capsicum annuum). 

Les éosinophilies secondaires ont des étiologies multiples ; on 
peut distinguer les suivantes : 

1° Les hyperéosinophilies des parasitoses (helminthiases) qui 
sont, comme nous l’avons dil, les plus communes, dont le taux, 
relativement élevé (10 4 90 p. 100), est fonction de lespéce 
paras.te (filariose, bilharziose, anguillulose, ankylostomose), du 
degré de l’infestation et des aptitudes réactionnelles de I’hdte ; 
l’évolution de ces ¢osinophilies en fonction du temps comporte 


(1) Le nombre et le taux des éosinophiles dans le sang, chez un 
méme sujet normal peut varier de 0,5 a4 3 p. 100; il s’éléve pendant 
la période digestive (Hirschfeld, 1923) et diminue A Voccasion du 
travail musculaire (Goldberg, 1927). 
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une période de latence, une période d’ascension et une période 
de chute (G. Lavier [3)). 

2° Les hyperéosinophilies des affections cutanées qui offrent des 
taux généralement peu élevés (5 a 10 p. 100) ; elles sont générales 
ou locales et s’observent, surtout chez homme, dans les derma- 
toses bulleuses (maladie de Duhring), dans les éruptions et les 
érythrodermies post-médicamenteuses, dans la gale, surtout la 
gale norvégienne (Flye Sainte-Marie, 1924). 

3° Les hyperéosinophilies des maladies infecticuses qui appa- 
raissent au décours de la maladie, c’est-a-dire a la fin de ia 
période fébrile. Ces éosinophilies de convalescence sont modérées 
(5 a 10 p. 100). H y a, dans la régle, discordance entre la fiévre 
et l’éosinophilie (éosinophilie expérimentale du cobaye) ; la scar- 
latine et, parfois, la variole font exception a la régle; dans la 
searlatine, l’éosinophilie apparait des le début de l’infection mais 
augmente notablement au début de la convalescence. 

4° ‘Les hyperéosinophilies des intoxications exogénes et endo- 
génes et des diathéses ; éosinophilies modérées et inconstantes 
notées, en particulier, dans |’intoxication par le benzo] et par les 
sels d’or, et, d’autre part, dans la diathése rhumatismale et dans 
Vasthme. Les éosinophilies consécutives aux irradiations (rayons X, 
radium) [Aubertin, 1911]. 

5° Les hyperéosimophilies d’origine thérapeutique ; éosinophilies 
conséculives au traitement par la streptomycine, par les extrails 
de foie, par le radium ; elles sont habituellement modérées. 

6° Les hyperéosinophilies des états allergiques (groupe confus 
destiné A étre dissocié, et dans lesquelles semblent intervenir, 
outre des allergénes de sensibilisation stricto sensu (pollens, 
éléments particulaires), des étiologies diathésiques et dystro- 
phiques (asthme, syndrome de Leeffler, éos:nophilie tropicale). 

7° Les hyperéosinophilies des maladies du sang qui, en dehors 
de la leucémie maligne 4 éosinophiles, s’observent dans la maladie 
de Hodgkin (taux des éosinophiles : 5 a 10 p. 100), la leucémie 
myéloide banale, les séquelles de splénectomie. 

Enfin, le syndrome d’hyperéosinophilie a ¢té signalé dans les 
pleurésies séro-hématiques, dans l’anoxémie par insuffisance 
cardiaque dans les tumeurs conjonctives ou épithéliales (éosino- 
philie locale, médullaire ou sanguine), dans les granulomes ¢osi- 
nophiles de la peau de l’homme et du chat (J. Guilhon, P. de 


Graciansky et A. Paraf [4)). 
Hyperéosinophilies parasitaires. 


Dans le groupe vaste et encore complexe des hyperéosinophilies 
secondaires, nous pensons que |’on peut séparer, en raison de 
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leurs caractéres relativement homogénes, les hyperéosinophiles 
des parasitoses. 

Les hyperéosinophilies des parasitoses s’observent, presque 
exclusivement, dans les helminthiases viscérales et intestinales et, 
parfois, dans les acariases [gale, acariases pulmonaires] (2). Les 
infestations les plus éosinophilogénes sont les parasitoses viscé- 
rales et, en particulier, les filarioses, les bilharzioses, les disto- 
matoses ; les infestations intestinales provoquent, dans la régle, 
une éosinophilie beaucoup plus modérée, sauf dans les régions 
tropicales. 

Les hyperéosinophilies parasitaires offrent un certain nombre 
de caractéres définitifs et évolutifs, qui permettent de les rassem- 
bler et de les confronter aux autres éosinophilies secondaires, en 
fonction de leur étiologie ; ce sont : 

1° La fréquence et, pratiquement, la constance de lhyperéosi- 
nophilie sanguine, dans les helminthiases, 4 des taux, d’ailleurs 
variables avec l’espéce parasite, avec la densité parasitaire ct 
avec l’aptitude réactionnelle de l’héte ; 

2° Les caractéres de la courbe de |’éosinophilie, son évolution, 
en fonction du temps ; 

3° 'La résistance des hyperéosinophilies parasitaires aux facteurs 
d’éosinopénie et, en particulier, a Vhormone hypophysaire 
corticotrope et a la cortisone. 


I. — FR&QUENCE ET INTENSITE DE L’EOSINOPHILIE 
DANS LES HYPEREOSINOPHILIES PARASITAIRES. 


La quasi constance de l|’éosinophilie dans les infestations para- 
sitaires & helminthes est une régle que lobservation et que 
l’expérimentation vérifient. Sans doute, l’éosinophilie peut-elle 
étre faible (10 4 20 p. 100), en fonction de la nature de l’infes- 
tation parasitaire (dans le taeniasis, par exemple), et de l’évolu- 
lion récente (taux progressif de la période d’invasion) ou 
ancienne (taux dégressif des vieilles parasitoses) de l’infestation, 
mais elle est pratiquement constante et ce comportement réac- 
lionnel tend a distinguer les Gosinophilies parasitaires des éosino- 
philies secondaires non parasitaires, dont Vapparition est irrégu- 
lire par rapport a la circonstance éosinophilogéne. 

Sur Je plan expérimental, le caractére quasi constant de I’ éosi- 
nophilie parasitaire et Virrégularité d’apparition des éosinophiles 


(2) Les maladies parasitaires éosinophilogénes se rattachent, prati- 
quement toutes, 4 des infestations par les helminthes et, parfois, par 
des acariens (gale, acariase des voies respiratoires) ou des champignons. 
Les infestations 4 protozoaires, et particuli¢rement, l’amibiase, ne 
suscitent pas d’hyperéosinophilie. 
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a étiologie non parasitaire se vérifie. R. Deschiens et M. Poirier 
(1953) [5] ont montré que, chez le cobaye, on peut obtenir une 
hyperéosinophilie sanguine (taux 10 a 19 p. 100) et médullaire 
(taux 20 a 25 p. 100), dans pres de 100 p. 100 des cas, en 
injectant tous les deux jours, par la voie intramusculaire, pendant 
une période de dix a vingt jours, une dose de 1 ml (équivalence 
a 1 g de ver frais par millilitre) d’un extrait aqueux de Fasciola 
hepatica. Au contraire, chez le cobaye, R. Deschiens et M. 
Poirier [6] n’ont obtenu des hyperéosinophilies sanguines et médul- 
laires, avec des extraits aqueux de piment de Guinée et avec 
extrait de tabac, que dans 25 a 30 p. 100 des cas. Enfin, R. Des- 
chiens et E, Lambault (1954) [7], avec la streptomycine (30 mg par 
kilogramme de poids tous les deux jours, pendant qninze a vingt 
jours), chez le cobaye, notent l’apparition de l’hyperéosinophil‘e 
chez 30 p. 100, seulement, des animaux éprouvés. 

Les facteurs qui conditionnent lordre de grandeur de 1’éosi- 
nophile, son taux, son évolution, ses points critiques (début de 
réaction hématologique, acmé, régression) ont été précisés par 
G. Lavier [8]. 

Les espéces parasites sont plus ou moms éosinophilogénes. 
C’est ainsi que les filaires, les douves, les schistosomes conduisent, 
toutes choses égales d’ailleurs, 4 des taux élevés d’éosinophilie 
pouvant atteindre 80 p. 100, alors que les tenias et les oxyures 
ne réalisent que des taux modestes d’éosinophilie situés entre 
5 p. 100 et 20 p. 100. L’espéce parasitaire est done un facteur 
de l’ordre de grandeur de l’éosinophilie. L’espéce intervient 
encore pour situer chronologiquement ce que G. Lavier appelle, 
de facon heureuse, « les points critiques » de |’éosinophilie, c’est- 
a-dire la date d’apparition du phénomeéne, la date de son acmé 
et celle de sa régression et de sa disparition. 

L’aptitude éosinophilogene des espéces parasites est, elle-méme, 
en relation avec la libération dans les tissus de hote de produits 
toxiques éosinophilogénes qui peuvent étre extraits et isolés et 
dont le pouvoir éosinophilogéne peut ¢tre testé expérimentalement, 
chez le cobaye, par exemple (R. Deschiens et M. Poirier, 1952 [9)). 

La localisation viscérale des vers, chez Phote, a son incidence 
sur l’éosinophilie. ‘Les vers situés dans lintumité des tissus 
semblent diffuser dans l’organisme une plus grande quantité de 
substances toxiques et éosinophilogénes que les helminthes du 
tube digestif ou des cavités naturelles. Les helminthes enkystés, 
soit spontanément, soit par un processus lssulaire réactionnel 
(cysticercose, hydatidose), sont moms éosinophilogénes que les 
parasites libres (filarioses, schistosomoses). ee es 

L’intensité du parasilisme, correspondant a la densité parasi- 
taire, a son incidence sur le taux de Véosinophihe ; cette relation 
est commandée, pour partie, par la diffusion de quantités de 
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substances toxiques et éosinophilogénes proportionnelles au 
nombre d’helminthes infestant Vorganisme. Le phénoméne, 
cependant, est complexe ; ainsi que l’a montré Lavier, il semble 
que, dans certaines infestations, dans l’ascaridiose et dans la 
distomatose 4 Clonorchis sinensis, par exemple, il y ait un seuil 
a partir duquel apparait l’hyperéosinophilie ; le seuil dépassé, 
le nombre des parasites intervient pour établir le maximum du 
taux de l’éosinophilie, suivant une courbe complexe d’abord 
ascendante, jusqu’a atteindre une acmé pour redescendre, ensuite, 
plus: ou moins rapidement. 

L’aptitude réactionnelle de l’héte a une influence évidente sur 
le taux de l’éosinophilie ; elle interfére, dans une certaine mesure, 
avec la nature allergique du terrain, mais ne se confond pas avec 
elle ; Pintégrité ou Vinsuffisance des fonctions antitoxiques immu- 
santes et glandulaires (glandes endocrines, surrénale) sont des 
facteurs qui interviennent probablement (R. Deschiens, M. Poirier 
et L. Lamy, loc. eit.). 

Des influences extrinséques peuvent modifier l’aptitude réac- 
tionnelle de l’héte, telles les infections bactériennes ou virales, 
en suscitant un état fébrile, entrainant, généralement, une réduc- 
tion ou une disparition transitoire de l’éosinophilie sanguine. Les 
accidents, d’origine anaphylactique, ou toxique (rupture d’un 
kyste hydatique, lyse thérapeutique de filaires), peuvent, au 
contraire, renforcer, de fagon épisodique, une hyperéosinophilie. 


Il. — CourBE EVOLUTIVE DE L’EOSINOPHILIE PARASITAIRE. 


Nous devons a G. Lavier (loc. cit.) la notion du caractére 
rigoureusement constant de Vévolution des hyperéosinophilies. 
parasitaires dans le temps. 

La courbe, qui traduit incidence du facteur chronologique sur 
les hyperéosinophilies parasitaires, a toujours la méme forme 
générale quelle que soit l’espéce parasitaire en cause. On y 
distingue trois périodes : . 

1° Une période de latence qui correspond a la pénétration et 
a Padaptation du parasite chez lhéte ; 2° une période d’ascension, 
d’abord relativement rapide, puis plus lente, atteignant un 
maximum qui peut se maintenir suivant une disposition en plateau 
pendant un certain temps ; 8° une période de chute, d’abord assez 
rapide, puis lente, avec une courbe qui tend a devenir paralléle 
a Vaxe des temps. ‘La derniére image évolutive de la courbe 
traduit Ja stabilisation relative du taux des éosinophiles a un chiffre 
toujours faible, par rapport au maximum précédemment atteint : 
elle peut s’interpréter comme un état d’équilibre, biologique et 
humoral, entre deux antagonistes, le parasite et V’héte. 

Les réinfections, sur un sujet prémuni, provoquent l’apparition 
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dune nouvelle courbe d’éosinophilie comparable 4 celle de la 
premiére infection mais avec un taux maximum toujours plus 
faible que dans celle-ci, comme si une accoutumance s’¢tait établie 
(G. Lavier). Une thérapeutique anthelminthique active détermine 
une exacerbation transitoire de l’éosinophilie puis une chute plus 
rapide que la normale. 

Les variations de l’aptitude réactionnelle de l’héte et, en parti- 
culier, les infections intercurrentes, les incidents allergiques, 
toxiques, anaphylactiques, glandulaires qui, pour partie, ta 
commandent, ont leur incidence, d’ailleurs épisodique, sur la 
courbe, soit dans le sens d’un abaissement, soit dans le sens du 
relévement, du taux des éosinophiles. 

Nous avons déja eal tes que l’espéce parasitaire fixe, dans 
une certaine mesure, les « points critiques » de la courbe de 
Véosinophilie et, par conséquent Sa période, qui peut étre regardée 
comme spécifique. 

La disparition de l’hyperéosinophilie se fait apres un temps 
variable, suivant l’espece parasitaire, le plus souvent 4 loccasion 
de la guérison thérapeutique par un anthelminthique ou lorsque !« 
parasite meurt spontanément, ou, encore, lorsqu’il subit wun 
enkystement réactionnel. L’annulation de la courbe peut se faire 
avant la disparition du parasite si celui-ci vit longtemps. 


III. — Rg&sIsTANCE DES HYPEREOSINOPHILIES PARASITAIRES 
AUX ACTIONS HORMONALES EOSINOPENIQUES. 


La fréquence de Virréductibilité des hyperéosinophilies para- 
sitaires, lorsqu’elles sont soumises a des épreuves hormonales, 
entrainant, chez des sujets normaux, une réduction du nombre el 
du taux des éosinophiles, est un caractére qui les distingue dans 
une assez large mesure des hyperéosinophilies d’étiologie non 
parasitaire. 

Les épreuves hormonales utilisées dans l’étude de Virréduc- 
tibilité ou de la labilité des éosinophilies emploient, ea 
ment, ACTH (hormone hypophysaire corticotrope) ou la corti- 
sone (hormone cortico-surrénale), en inject: on intramusculaire, en 
perfusions ou per os. 

En ce qui concerne les épreuves par l’ACTH, l’examen analy- 
tique des travaux de H. Galliard, J. Lapierre, R. Berdonneau et 
M. Lariviére (1953) [10, 44], chez homme — sur Ja prospection 
des hyperéosinophilies parasitaires par le test de Thorn (3), a 


(3) On sait que, d’aprés Thorn, l’injection de 25 mg provoque une 
réduction des éosinophiles de plus de 50 p. 100 (lecture quatre heures 
aprés Vinjection), en cas d’intégrité fonctionnelle du cortex surrénal 
(test de Thorn positif) et une irréductibilité (test négatif) dans le cas 


contraire. 
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VACTH —, fait apparaitre que, dans 24 cas de parasitisme par 
des helminthes divers, dont 12 cas de filariose 4 Loa loa, 15 sujets 
(62,25 p. 100) montraient une éosinophilie irréductible et 7 
(37,75 p. 100) une éosinophilie labile. D’autre part, H. Galliard 
et R. Berdonneau (1953) [42], dans la strongyloidose expérimen- 
tale du chien, chez 5 animaux, notent Virréductibilité de l’éosi- 
nophilie dans tous les cas d’infestation, et sa labilité chez les 
chiens guéris. 

R. Deschiens et H. Floch (1954) {43}, en appliquant le test de 
Thorn a VTACTH chez 25 enfants antillais de 5 a 14 sans, atteints 
d’hyperéosinophilies parasitaires d’origine filarienne, ascaridienne 
et ankylostomienne, notent que Virréductibilité de léosinophilie 
est beaucoup plus fréquente (92 p. 100 des cas) que la labilité 
[8 p. 100 des cas} (4). 

Les constatations de Koerber, au Sénégal (1954) {44}, chez 
Vadulte, conduisent 4 des résultats qui corroborent les données 
déja exposées. En outre, E. Montestruc et R. Berdonneau 
(1954) [45], & la Martinique, chez 21 sujets atteints de bilharziose 
intestinale, d’ankylostomose ou d’ascaridiose, présentant une 
éosinophilie parasitaire massive (taux des éosinophiles supérieur 
& 25 p. 100), notent, avec 1 ACTH (25 mg en injection intramus- 
culaire), Virréductibilité (test de Thorn négatif) de l’éosinophilie 
dans 76 p. 100 des cas et Ja labilité de l’éosinophilie dans 24 p. 100 
des cas. 

Le test a VACTH, préconisé par H. Gallhiard, qui comporte une 
injection unique, est pratique et rapide’; il convient particuliére- 
ment a la prospection des collectivilés. 

Les auteurs, qui ont prospecté, avec la cortisone, les hyper- 
éosinophilies parasitaires, se sont plutdt orientés vers l'emploi 
de techniques utilisant des doses réfractées d’hormones que vers 
un test a -épreuve unique. En effet, si P ACTH, ainsi que le 
soulignent H. Galliard et ses collaborateurs, fait intervenir un 
cycle hormonal complet, en suscitant une action de Vhormone 
hypophysaire corticotrope sur la surrénale, administration de 1a 
cortisone a, au contraire, une action substitutive qui doit étre 
prolongée. D’autre part, emptoi d’actions hormonales successives 
et étalées dans le temps, pour prospecter une hyperéosinophilic, 
correspond bien au caractére et A l’évolution de cette réaction 
hématologique qui ne s’établit, n’évolue et ne rétrocéde que 
lentement. 

R. Desehiens et J. Mauzé (1953) [46], ainsi que R. Deschiens ct 


(4) Il y a lieu de remarquer que la posologie d’ACTH, utilisée par 
les auteurs pour des raisons de prudence, est une dose relativement 
faible, eu égard a la résistance des éosinophilics de Venfance aux 
actions hormonales. 
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L. Lamy (1953) proposent un test comportant l’administration de 
cing 4 sept injections intramusculaires de cortisone, 4 la dose de 
100 mg par injection, les injections étant faites A quarante-huit 
heures d’intervalle, pour atteindre une dose totale de 500 A 
700 mg. 

L’application de cette épreuve, dans la prospection des hyper- 
éosinophilies parasitaires, conduit aux constatations suivantes : 

Chez 11 sujets africains, porteurs d’ascaris et d’ankylostomes. 
presentant 1 426 4 7 198 éosinophiles par centimetre cube de sang 
et un taux d’éosinophilie de 23 a 61 p. 100 (moyenne de 5 exa- 
mens), R. Deschiens, L. Lamy et J. Estival (1953) [417] notent 
une irréductibilité ou une réductibilité de l’éosinophilie inféricure 
a 20 p. 100, dans 91 p. 100 des cas (10 cas sur 11), et une labilité 
(réductibilité de 50 p. 100) de l’éosinophilie dans 9 p. 100 des 
eas (1 cas sur 11). 

Chez 2 sujets antillais atteints, l'un d’anguillulose, l’autre 
Wascaridiose et offrant des taux d’éosinophilie de 30 p. 100 et 
de 32 p. 100, Deschiens et Mauzé (1952) [loc. cit.] constatent 
Virréductibilité de l’éosinophilie. Chez 2 jeunes sujets européens 
présentant, Pun, une filariose 4 Loa loa, l’autre, une infestation 
a IW. bancrofti, R. Degos, J. Delort et R. Deschiens (1954) 
observent une irréductibilité de l’hyperéosinophilie. 

P. Mollaret [48], dans 4 cas de trichinose humaine, offrant des 
taux d’éosinophilie de 14 p. 100 4 50 p. 100, n’a obtenu, en 
utilisant une posologie de cortisone de 100 mg par jour, pendant 
sept jours (injections intramusculaires), la labilité de l’éosino- 
philie que chez 1 malade ; les 3 autres ayant montré une éosino- 
phihe irréductible. 

En ce qui concerne l’utilisation de la cortisone per os, nous 
pouvons encore relater 1 cas de filariose et 1 cas d’anguillulose 
chez des Européens, dans lesquels un traitement par la cortisone 
(200 mg par jour, pendant dix jours) n’a pas permis d’obtenir 
une réduction de |’éosinophilie. 

Cependant, H. Galliard, J. Lapierre, M. Lariviére et R. Ber- 
donneau (1953) [loc. cit.], traitant 3 malades par ]’administration 
de 100 mg de cortisone, pendant deux jours, traitement habituel- 
lement suffisant pour provoquer l’éosinopénie chez un_ sujet 
normal, notent la réductibilité de l’éosinophilie dans deux cas ct 
Virréductibilité dans un cas. Ces auteurs indiquent que la chute 
des éosinophiles, obtenue chez leurs malades, ne se montra que 
transitoire et que le chiffre initial se rétablit en quatre jours, ce 
qui confirme la résistance et le caractére rebelle des hyperéosino- 
phillies parasitaires. 

Sur Je plan expérimental, R. Deschiens, M. Poirier et L. Lamy 
(1953) floc. cit.] ont montré que, dans 5 cas d’hyperéosinophilies 
obtenues chez le cobaye, par linjection d’extrait de Fasciola 
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hepatica, |’éosinophilie n’était pas réductible par le traitement 
(injections intramusculaires) par la cortisone appliqué pendant 
sept a quinze jours (dose totale : 5,9 4 11 mg par kilogramme). 
Ces mémes auteurs, dans 3 cas d’hyperéosinophilies chez des chats 
infestés par Toxocara felis, n’ont pu obtenir, avec le méme traite- 
ment, l’éosinopénie; néanmoins, dans 2 cas de teeniasis a 
Dipylidium caninum du chat, ils ont noté la réductibilité de l’éos1- 
nophilie (réduction de 40 p. 100) dans un cas, et Virréductibilité 
dans |’autre. 

Les hyperéosinophilies du teniasis et de |’oxyurose qui donnent 
des taux, d’ailleurs, peu élevés semblent plus labiles que les 
autres éosinophilies des helminthiases. C’est ainsi que Deschiens 
(1955) et Koerber (1955) ont observé, dans 3 cas de teniasis 
a T. saginata, des hyperéosinophilies de 12 4 18 p. 100 qui se 
montrérent réductibles par ACTH (test de Thorn). 

Si, maintenant, on reprend le bilan des résultats obtenus par 
les auteurs ayant fait fortuitement des traitements ou des épreuves 
par la cortisone et par TACTH, dans les infestations parasitaires 
éosinophilogénes [F. Delbarre (1950) [419], dans un cas de filariose 
a Loa loa, testé par 1ACTH; Luongo, Reid et Weiss [20], dans 
un cas de trichinose traité par PACTH ; Davis et Most (1951) [24], 
dans 8 cas de trichinose traités par 1 ACTH; Warter et Moise 
(1953) [22], dans 2 cas de filariose 4 Loa loa et a D. perstans 
traités par TACTH], on constate que ces auteurs ont relevé 7 cas 
Wirréductibilité et 5 cas de labilité de l’éosinophilie sanguine. 
Il convient, d’ailleurs, de remarquer que, malgré l’intérét des 
douze derniéres données précitées, elles correspondent, en général, 
ai des sondages faits & l'occasion de traitements avec des doses 
élevées d’hormones. 

L’attention doit, enfin, étre appelée sur un ensemble de faits 
recueillis par A. Telkka, S. Wah'strom et R. Koulumies 
(1953) [28], relatifs a l’action de PACTH et de l’adrénaline (test 
de Thorn), dans 33 eas d’hyperéosinophilies hées a une botriocé- 
phalose, Chez les sujets présentant une anémie botriocéphalique 
et, par conscquent, les plus infestés, I’éosinophilie se montra 
irréductible ; les autres malades révélérent une  éosinophilie 
réductible. On sait que, dans le teniasis, ’hyperéosinophilie est 
discréte, aut moins dans les régions tempérées ; aussi, la rédue- 
libilité de I’éosinophilie dans les cas légers ou bénins de botrio- 
céphalose parait-elle pertinente, car il ne semble pas y avoir des 
différences essenticlles entre les éosinophilies mais des agents 
éosinophilogénes plus ou moins puissants dans leurs effets. - 

_ Dans le cadre des hyperéosinophilies parasitaires et de leur 
interrogation par ACTH (test de Thorn), Deschiens et’ Lita- 
hen [24] ont confronté le comportement des hyperéosinophilies 
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a taux modéré, situé au-dessous de 20 p. 100, et celui des hyper- 
éosinophilies profondes a taux supérieur a 30 p. 100. 

Dans le premier groupe (taux inférieur 4 20 p. 100), ils ont 
montré, chez 10 malades (8 cas de teniasis 4 T. saginata, 3 cas 
d’ascaridiose, 1 cas de schistosomiase & S. mansoni), que l’hyper- 
éosinophilie était réductible par 25 mg d’ACTH dans-7 cas 
(70 p. 100). 

Dans le second (taux supérieur 4 380 p. 100), chez 10 malades 
(4 cas de filariose, 3 cas d’ascaridiose, 1 cas d’ankylostomose), 
Vhyperéosinophilie a été irréductible dans 8 cas (80 p. 100). 

Ces données tendraient a faire ressortir, ce qui d’ailleurs serait 
pertinent, que, parmi les hyperéosinophilies parasitaires, celles 
dont le taux est faible ou modéré, sont, le plus souvent, réduc- 
tibles par ACTH, alors que celles dont le taux est élevé sont, 
le plus souvent, irréductibles dans les mémes conditions. 

L’ineonstance de la réponse des hyperéosinophilies parasitaires 
a PACTH, a l’intérieur de chaque groupe (hyperéosinophilie de 
taux inférieur 4 20 p. 100, hyperéosinophilie de taux supérieur 
4 30 p. 100) n’est pas pour surprendre, étant donné ce que |’on 
sait de Virrégularité des réponses de l’organisme pathologique 
aux incitations hormonales. Cette inconstance explique que, dans 
la casuistique, on puisse relever des hyperéosinophilies dont le 
taux est supérieur 4 30 p. 100, qui soient réductibles par ? ACTH 
(test de Thorn) et des hyperéosinophilies, dont le taux est infé- 
rieur a 20 p. 100, qui se montrent irréductibles dans les mémes 
conditions. 

H. Galliard et M. Lariviére [25] ont bien mis ces faits en 
évidence, en étudiant le test de Thorn 4 PACTH, chez 15 sujets 
atteints d’helminthiases éosinophilogénes. Ces auteurs notent, 
dans 2 cas d’hyperéosinophilies profondes (82 et 59,6 p. 100), 
un test positif, alors que, dans 3 cas d’éosinophilies, dont le taux 
est peu éloigné de la normale (7, 7,8 et 8,5 p. 100), le test est 
négatif, 

Si, d’ailleurs, on examine le probléme des variations de la 
réponse de l’organisme normal au test de Thorn a PACTH, on 
est conduit, avec H. Galliard, a concevoir que les facteurs 
raciaux ont leur incidence sur la fréquence de la réductibilité de 
’éosinophilie ; nous avons, avec H. Floch et F. Litalien, a 
particulier, montré que, chez des enfants normaux (sujets de 
7 4 13 ans) de race noire, ou métissés de race noire (11 cas), le 
test de Thorn (25 mg d’ACTH) est plus souvent négatif que chez 
les sujets de race blanche. gas 

La conclusion gui s’impose, a Vissue de lexamen analytique 
des observations d’épreuves ou de traitements, par ACTH et 
par la cortisone, dans les hyperéosinophilies parasitatres, est 
que Virréductibililé de ces éosinophiltes prédomine sur leur labi- 
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lité. Cependant, lorsqu'on est en présence dinfestations parast- 
taires suscitant des éosinophilies discrétes (teniasis, bolrio- 
céphalose, oxyurose), la réductibulité est plus fréquente que 
Virréductibulilé. 


Hyperéosinophilies secondaires non parasitaires. 


L’étude comparée des hyperéosinophilies secondaires non 
parasitaires et des hyperéosinophilies parasitaires doit, selon 
nous, prendre pour base les trois termes qui nous ont servl 
a situer les hyperéosinophilies parasitaires : 

1° Fréquence de Vhyperéosinophilie ; 2° évolution chronolo- 
gique et épisodique de l’éosinophile ; 3° résistance des hyper- 
éosinophilies aux actions hormonales. 

Il est bien évident que ces trois groupes de caractéres ne sont 
pas exhaustifs et que les éosinophilies secondaires non _parasi- 
taires comportent des caractéres biologiques et cliniques qui 
débordent les cadres que nous proposons et qui demanderaient 
des développements plus considérables. Cependant, pour des 
raisons d’ordre et de méthode, nous adopterons, dans cette étude, 
une confrontation des hyperéosinophilies sur les trois versants 
précités. 


I. — L’inconstance de la réponse éosinophilique de lorganisme 
vis-a-vis d'un facteur éosinophilogéne, la streptomycine ou les 
sels dor, par exemple, est un caractére qui contraste avec ta 
quasi constance de l’éosinophile dans les maladies parasitaires. 
La proportion des réponses positives A une incitation éosino- 
philogéne est variable avec le facteur étiologique considéré ; elle 
est, habituellement, inférieure a 60 p. 100. Cette constatation 
nest pas pour surprendre, étant donné ce que l'on sait de ja 


variabilité au moins quantitative — variabilité pouvant aller de 
Vinapparence & la manifestation la plus théatrale — des réactions 


pathologiques. Reilly (1954) a particuliérement attiré Vattention 
sur le fait que, sur le plan de la pathologie générale, les réponses 
a des jncitations pouvant aboutir & des phénoménes inflamma- 
loires ct méme nécrotiques ne s’abservaient que dans une pro- 
portion de 20 p. 100 a 40 p. 100 des cas et que les réponses 
4’ 100 p. 100 étaient exceptionnelles et relevaient davantage des 
processus physiologiques que de manifestations pathologiques. 
Il en va ainsi en ce qui concerne les hyperéosinophilies non para- 
sitaires, 

Dans les éosinophilies des dermatoses pouvant ¢tre éosinophi- 
logenes, comme le psoriasis, les dermatoses bulleuses (maladie 
de Duhring), et cerlaines éruptions médicamenteuses, le nombre 
des malades qui répondent par une hyperéosinophilie sanguine 
ou locale est inférieur a 50 p. 100. js 
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Les hyperéosinophilies de la convalescence des maladies infec- 
lieuses ne s’observent que dans moins de 20 p. 100 des cas, sauf 
en ce qui concerne la scarlatine, dans laquelle l’éosinophilie de 
la convalescence est pratiquement constante. . 

Les éosinophilies des intoxications endogénes ou exogéenes 
(intoxications par le benzol,.diathése asthmatique et rhumatis- 
male) ne se constatent que chez moins de 50 p. 100 des malades. 

Dans les éosmoph:les d’origine thérapeutique, comme les éosi- 
nophilies provoquées par la streptomycine, les sels d’or, V’hépato- 
thérapie, ce sont, environ, 30 p. 100 des individus traités qui 
répondent, et, dans les manifestations allergiques, ce sont des 
chiffres comparables que l’on enregistre. 

En ce qui concerne l’éosinophilie tropicale dont l’étiologie n’a 
pu étre encore définitivement précisée mais qui, comme le dit 
G. Lavier, constilue un syndrome destiné a étre démembré, il est 
difficile d’apporter, méme une présomption, au sujet de la fré- 
quence par rapport & une cause éosinophilogéne ; cependant, s1 
lon admet que la nature de l’éosinophilie tropicale est, pour 
partie, allergique ou dystrophique (insuffisance multiglandu- 
laire), il semble qu’elle doive étre rangée dans la catégorie des 
éosinophilies inconstantes par rapport a lincitation éosinophi- 
logéne. 

Dans les hyperéosinophilies provoquées par les rayons X et 
le radium qui constituent, d’ailleurs, un signe d’alarme, la pro- 
portion des sujets réagissants apparait, au contraire, comme 
élevée. 

L’expérimentation confirme l’inconstance des réponses éo0s:no- 
philiques aux incitations éosinophilogénes non _ parasitaires. 
R. Deschiens et M. Poirier (1953) [loc. cit.} (1954) [26], ont montré 
que, dans la sensibilisation du cobaye par l’extrait de piment 
de Guinée (Capsicum annuum) et par l’extrait de tabac, l’appar:?- 
tion de l’éosinophilie ne s’observe que dans 40 p. 100 des cas. 
R. Deschiens et E. Lambault [27], en utilisant, dans le méme but, 
la streptomycine, notent V’hyperéosinophilie dans 30 p. 100 des 
cas environ. 


Il. —- L’ordre de grandeur de l’éos:nophilie dans les hyper- 
éosinophilies non parasitaires est généralement faible, si on 
compare les taux constatés 4 ceux qui sont notés dans les hyper- 
éosinophilies parasitaires. 

Dans les éosinophilies non parasitaires, le taux de ]’éosino- 
philie sanguine dépasse rarement 15 p. 100 et le maximum de 
fréquence est de lordre de 8 a 10 p. 100; tel est le cas des éosino- 
philies des dermatoses, des états allergiques et des intoxications. 
L’hyperéosinophilie ayant pour origine l’action des rayons X et 
du radium se situe entre 5 p. 100 et 20 p. 100. 
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Les éosinophilies expérimentales du cobaye par sens:bilisation 
au piment, a la streptomycine, au tabac peuvent atteindre des 
taux notablement plus élevés ; R. Deschiens et M. Poirier (1953) 
ont relevé des chiffres de l’ordre de 25 a 30 p. 100, dans ce cadre 
de données. 

La courbe évolutive des éosinophilies non parasitaires n’a pas 
fait l'objet de recherches analytiques et synthétiques companables 
a celles qui ont été menées par G, Lavier dans les éosinophilies 
parasitaires. Cependant, la casuislique clinique et les recherches 
expérimentales sur l’animal, en particulier celles de R. Deschiens 
et M. Poirier (1954) sur le cobaye, conduisent a penser que l’évo- 
lution de l’hyperéosinophilie non parasitaire n’a pas, le plus 
souvent, la syslématisation et la régularité de celle de l’éosino- 
philie parasilaire. Dans les éosinophilies parasitaires, |’infesta- 
tion permanente par une population d’helminthes confére 
a l’éosinophilie un caractére durable et profond. Ce caractére de 
permanence et d’intensité semble beaucoup plus rare dans la 
plupart des éosinophilies non paras:taires et, particuliérement, 
dans les éosinophilies des dermatoses, des diathéses, des états 
allergiques et des intoxications. Ces éosinophilles apparaissent 
comme des accés d’éosinophilies dont la courbe offre des dents 
de scie (asthme, eczéma), les éos:nophilies parasitaires corres- 
pondant plutét a un état de mal éosinophilique. Il n’y a, cepen- 
dant pas, répétons-le, entre les deux types d’éosinophilie, une 
séparation qualitative ; les éosinophilies professionnelles ayant 
pour origine l’intoxication par le benzol ou l’action des rayons X 
et du radium, par exemple, suscitent une éosinophilie permanente 
si la cause éliologique n’est pas écartée. I] en est de méme dans 
Péosinophilie tropicale sensu stricto et dans |’éosinophilie expé- 
rimentale du cobaye par le piment de Guinée ou par l’extrait 
de tabac. 

Dans l’hyperéosinophilie obtenue, chez le cobaye, par l’extrait 
de piment de Guinée (extrait aqueux a 5 p. 100) et par l’extrait 
de tabac (extraits aqueux a 10 p. 100), les conditions expérimen- 
tales, qui comportent des injections intramusculaires de 1 cm? 
par kilogramme, tous les deux jours, pendant dix a vingt jours, 
se rapprochent d’une imprégnation continue de l’organisme par 
une substance éosinophilogéne telle qu’elle est réalisée dans les 
infestations parasitaires. Il n’est pas insolite, dans ces condi- 
lions, de constater que la courbe évolutive de l’éosinophilie de 
intoxication par le tabac et par le piment de Guinée se rap- 
proche de celle des infestations parasilaires ; cette courbe pré- 
sente une période de latence, une période d’ascension et un long 
plateau S'abaissant en pente douce et conduisant peu a peu a une 
cosinophilie voisine de la normale, lorsque l’incitation éosinophi- 
logéne est suspendue. 
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II. -- La labilité habituelie des éosinophilies non parasitaires 
4 Vaction des hormones corticotrope hypophysaire (ACTH) et cor- 
tico-surrénale (cortisone) contraste avec la fréquente irréducti- 
bilité des éosinophilies parasila:res. 

Cette différence de comportement, en général, ne doit pas 
conduire, la encore, 4 considérer qu’il y ait une différence essen- 
tielle entre les deux groupes d’hyperéosinophilie. Nous avons vu, 
en effet, que quelques hyperéosinophilies parasitaires sont labiles, 
celles du tenias:s en particulier, alors que certaines éosino- 
philies cliniques non parasitaires, comme celles du radium et de 
Vintoxicalion benzolique, se montrent souvent irréductibles. Les 
infestations parasitaires suscitent un processus réactionne] le 
plus souvent profond et permanent correspondant a des éosino- 
philes le plus fréquemment irréductibles ; les hyperéosinophilies 
non parasitaires, a étiologies d’ailleurs trés diverses, semblent, 
au contraire, correspondre, dans un grand nombre de cas, a des 
phénoménes réaclionnels périodiques ou discontinus, n’entrainant 
que des éosinophilies le plus souvent labiles. C’est donc, en der- 
niére analyse, la fréquence de la labilité ou la fréquence de lV irré- 
ductibilité qui constitueraient Pun des éléments de la discrimi- 
nation des éosinophilies parasitaires et des éosinophilies non 
parasitaires. 

La fréquence de la lab:lhté des hyperéosinophilies non para- 
sitaires ressort de l’expérimentation et de la clinique. Expéri- 
mentalement, R. Deschiens et M. Poirier (1953-1954) [loc. cit.] 
ont établi que les hyperéosimophilies obtenues chez le cobaye par 
Pinjection intramusculaire d’extrait de piment de Guinée (9 injec- 
tions de 1 ml d’extrait 4.5 p. 100 par kilogramme) et par l’extrait 
de tabac (7 injections de 1 ml d’extrait 4 10 p. 100 par kilo- 
gramme) étaient réductibles par 3 mg par kilogramme de poids 
d’ACTH, pendant trois jours, et par la cortisone, 4 la dose de 
5 mg par kilogramme de poids pendant quinze jours. R. Des- 
chiens et E. Lambault (1954) ont, d’autre part, fait connaitre que 
les hyperéosinophilies provoquées chez le cobaye par la strepto- 
mycine (7 injections de 30 mg par kilogramme de poids) étaient 
corrigées par l ACTH (test de Thorn positif), a la dose de 0,5 mg 
par kilogramme de poids. 

En clinique humaine, R. Deschiens et J. Mauzé (1953) [loe. cit.|. 
instituant, a la Guadeloupe, une épreuve par la cortisone (injec- 
tion intramusculaire de 50 a 100 mg pour 60 kg de poids, tous les 
deux jours, pendant quinze jours, dans 9 cas d’éosmophilie tro- 
picale, présumés non parasilaires), ont obtenu une réduction de 
40 4 90 p. 100 de l’éosinophilie initiale. 

R. Deschiens et H. Floch (1954) [loc. cit.} ont apporté lV’ obser- 
vation de deux cas d’ « éosinophilie tropicale », suivis 4 la Guyane, 
dans lesquels le test de Thorn 4 1 ACTH (25 mg) s’est montré 


694 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


posilif. Il n’est, cependant, pas exclu que certains cas d’éosino- 
philie dite tropicale se montrent irréductibles a VACTH et a la 
cortisone (H. Galliard, J. Lapierre, M. Lariviére et R. Berdonneau 
(1953) {loc. cit.}), mais il y a lieu de faire la réserve d’une étiologic 
parasitaire inconnue de certains des cas d’éosinophilie sous revue. 

Dans les éosinophilies corrélatives aux maladies allergiques, 
l’éosinophilie parfois importante (20 A 30 p. 100 dans l'état de 
mal asthmatique, par exemple), tombe le plus souvent a zéro sous 
Vinfluence de la cortisone, comme l’ont montré, en particulier, 
F. Coste, F. Delbarre, F. Laurent et F. Lacronique (1950) {28), 
puis P. Harvier, F. Coste, J. Turiaf, F. Delbarre, G. Basset et 
Caramanian [29]. Le comportement de l’hyperéosinophilie des 
asthmatiques, sous l’influence de | ACTH, est identique, ainsi que 
Ya établi B. Rose (1950) {80}. 

Dans les hyperéosinophilies provoquées par les irradiations 
(radium, rayons X), l’éosinophilie serait, le plus souvent, irréduc- 
lible par l’ ACTH (test de Thorn négatif). Nous avons pu vérifier, 
personnellement, cette résistance chez deux radiologues présen- 
tant des hyperéosinophilies de 15 et 18 p. 100 qui se montrérent 
réfractaires 4 épreuve 4 1 ACTH (25 mg en injection intramus- 
culaire). 


* 
x * 


L’étude comparée des altérations anatomo-pathologiques de ja 
surrénale dans les hyperéosinophilies parasitaires et non parasi- 
taires est d’un intérét évident, eu égard a l’incidence de la corti- 
sone sur ]’éosinophilie. 

Les documents de clinique humaine que nous possédons sur 
cette question sont insuffisants pour qu’il en soit fait état. 
Sur le plan expérimental, il existe des données qui, bien que 
liminaires, sont, cependant, assez précises (R. Deschiens, M. Poi- 
rier, L. Lamy et J. Levaditi (1954) [84)). 

Dans l’intoxication expérimentale du cobaye (6 animaux) par 
extrait de Fasciola hepatica, on voit apparaitre une hyperéosino- 
philie non réductible par ! ACTH et par la cortisone qui peut légi- 
timement étre considérée comme une hyperéosinophilie parasitaire. 
Chez les animaux, les surrénales prélevées montrent des Iésions 
congestives et dégénératives étendues des cellules glandulaires de 
la couche corticale et, particuli¢rement, de la zone réticulée. 

Dans intoxication du cobaye (6 animaux) par le piment de 
Guinée, on observe une hyperéosinophilie non parasitaire réduc- 
lible par VTACTH, par la cortisone et par la pipérazine ; l’autopsie 
des individus sacrifiés révéle des lésions beaucoup moins impor- 
lantes de la surrénale que dans lintoxication par l’extrait de 
douves. Les altérations consistent, simplement, en une congestion 
juxtamédullaire et en hyperplasie de la zone réticulée qui pre- 
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sente de grandes cellules a protoplasme homogéne riches en 
pigment jaune. Ces constatations permettent, d’abord, de pré- 
sumer la participation d’une atteinte fonctionnelle ou lésionnaire 
de la surrénale, dans |’établissement d’une hyperéosinophiliec, et, 
en outre, de considérer que des altérations plus ou moins pro- 
fondes de la glande conditionnent Virréductibilité ou la labilits 
d'une hyperéosinophilie. 


Conclusions. 


Les conclusions pragmatiques et pratiques de étude comparée 
que nous nous sommes proposé de mener a bien sont les sui- 
vantes : 

A. Une confrontation et un essai de discrimination des hyper- 
éosinophilies cliniques et expérimentales, chez homme et chez 
un certain nombre de Mammiféres (chat, chien, cobaye) en fonc- 
tion de leur éhologie, conduit a distinguer dans ce syndrome 
hématologique, a manifestations ’ ailleurs non seulement hémato- 
logiques mais aussi médullaires et tissulaires, deux groupes 
relativement homogénes, si l’?on prend pour base comparative les 
caractéres ci-apres : 

1° Le degré de fréquence de |’hyperéosinophilie, en fonction 
de Vagent étiologique éosinophilogéne ; 

2° L’ordre de grandeur, l’intensité et la courbe évolulive de 
l’éosinophihe ; 

3° La labilité ou P reducunilie de l’hyper¢éosinophilie par les 
facteurs éosinopéniques hormonaux (hormone corticotrope hypo- 
physaire, ACTH, cortisone). 

L’étude des hyperéosinophilies, envisagée sous ces trois 
versants, améne a séparer, dans une certaine mesure, le groupe 
des hyperéosinophilies parasitaires et celui des hyperéosino- 
philies non parasitaires. 

B. Dans le groupe des hyperéosinophilies parasitaires : 

ie ling hyperéosinophilie est quasi constante, bien que son ordre 
de grandeur puisse varier en fonction de Vespéce parasitaire, de 
la densité de l’infestation, des aptitudes réactionnelles de l’hdte 
et de l’age de l|’éosinophilie. 

La courbe évolutive de l’éosinophilie a toujours Ja méme 
forme générale caractéristique, continue et bien étalée sur l’axe 
du temps, comportant une période de latence, une période 
d’ascension et une période de chute (G. Lavier). 

3° L’hyperéosinophilie est le plus souvent irréductible par 
Vhormone corticotrope hypophysaire (ACTH) et par la cortisone, 
lorsque le taux de |’éosinophilie dépasse 30 p. 100; elle est, le 
plus souvent, réductible lorsque le taux est inférieur 4 20 p. 100. 

C. Si Von considére maintenant l’ensemble des hyperéosino- 
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philies non parasitaires, 4 étiologies diverses et multiples, on 
peut noter des modalités de fréquence, d’intensité, d’évolution 
et de réaction qui tendent a les différencier de celles des hyper- 
éosinophilies parasitaires. Ce sont les suivantes : 

1° Inconstance de la réponse éosinophilique de |’ organisme 
vis-a-vis de l’agent éosinophilogéne (streptomycine, piment de 
Guinée, tabac, par exemple) ; la réponse peut étre de l’ordre de 
20 A 60 p. 100 des cas. 

2° Ordre de grandeur de l’hyperéosinophilie relativement faible 
et ne dépassant pas, le plus souvent, un taux des éosinophiles 
de 20 p. 100 (exception pour l’éosinophilie tropicale) ; tendance 
a Ja discontinuité de la courbe évolutive de |’éosinophilie. 

3° Fréquence de la labilité par hormone corticotrope hypo- 
physaire et par la cortisone. 

D. Les discordances constatées entre les caractéres d’ensemble 
des hyperéosinophilies parasitaires et dés hyperéosinophilies non 
parasitaires, ne sont pas péremptoirement distinctives de ces 
deux groupes. 

En effet, dans le groupe des hyperéosinophilies parasitaires, et 
et en fonction de l’espéce parasite (teniasis), les éosinophilies, 
dont le taux est inférieur 4 20 p. 100, sont, le plus souvent, 
réductibles par les hormones, et, dans le groupe des hyperéosino- 
philies parasitaires dont le taux est supérieur a 30 p. 100 (disto- 
matoses, iascaridioses, filarioses), des cas de labilité sont 
constalés. 

D’autre part, dans le groupe des hyperéosinophilies non para- 
sitaires (hyperéosinophilies habituellement labiles) certaines, en 
petit nombre (hyperéosinophiles de lasthme grave ou de Virra- 
dation par les rayons X et par le radium), sont marquées et 
irréduclibles. 

Il semble que la réponse des hyperéosinophilies a l’interroga- 
toire par l’hormone hypophysaire corticotrope ou par la cortisone 
mesure, avant toute chose, la profondeur de l’action toxique ou 
vulnérante éosinophilogéne ; ¢’est une réponse quantitative et 
non qualitative. On pourrait ainsi distinguer des hyperéosino- 
philtes par action toxique éosinophilogéne profonde et continue, 
et des hyperéosinophilies par action toxique et éosinophilogéne 
modérée, ou superficielle et discontinue. 

Le groupe des hyperéosinophilies parasitaires correspondrait, 
dans l'ensemble, & des actions toxiques éosinophilogénes pro- 
fondes ou continues reflétant la permanence de la maladie para- 
sitaire. 

Le groupe des hyperéosinophilies non parasitaires rassem- 
blerait des états nosologiques en rapport avec des actions 
toxiques éosinophilogénes d’intensité moyenne et surtout épiso- 
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dique ; ces éosinophilies seraient, de ce fat, le plus souvent 
labiles. 

E. Du point de vue diagnostique, l’ordre de grandeur élevé, 
la permanence et l’irréductibilité d’une hyperéosinophilie seraient 
en faveur d’une étiologie parasitaire, alors que la faible intensité, 
Ja variabilité et la labilité d’une hyperéosinophilie conduiraient 
a une probabilité d’éosinophilie non parasitaire. 

F. Les constatations résultant de l’étude anatomo-histo-patho- 
logique de la surrénale dans J’intoxication expérimentale du 
cobaye par des extraits parasitaires (extrait de Fasciola hepatica) 
et par des extraits non parasitaires (extrait de piment de Guinée, 
streptomycine, tabac), établissent que, lorsque 1’éosinophilie 
parasitaire se montre irréductible, on note des lésions congestives 
et dégénératives étendues des cellules glandulaires, alors que, 
dans les éosinophilies non parasitaires provoquées par l’extrait 
de piment et par la streptomycine, les altérations, beaucoup moins 
profondes, se limitent 4 une congestion juxta-médullaire et A une 
hyperplasie de la zone réticulée. 

Ces données autorisent 4 penser que, dans les infestations 
parasitaires 4 helminthes ou dans les intoxications éosinophilo- 
génes, une atteinte fonctionnelle ou lésionnaire de la glande 
surrénale part:cipe 4 l’installation ou a la disparition du syn- 
drome hématologique d’hyperéosinophilie. 
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EFFETS EXERCES PAR LA PATULINE 
ET DES MELANGES PATULINE-CYSTEINE 
SUR LES PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 

DES CELLULES PHAGOCYTAIRES 


par Atsert DELAUNAY, Paririppe DANIEL, Catnerine pe ROQUEFEUIL 
et Micnetie HENON (‘). 


(Institut: Pasteur. Annexe de Garches) 


On désigne sous le nom de patuline (P. M. : 142) une substance 
extraite de différents Penicillium (en particulier Penicillium 
patulum), qui a été beaucoup étudiée pendant la derniére guerre 
en Angleterre, aux Etats-Unis et en Allemagne. On lui connait 
plusieurs synonymes, par exemple la mycoine, la claviformine, 
la clavatine, la clavacine, etc. Elle est douée d’un pouvoir anti- 
biotique assez marqué ; malheureusement, elle est aussi toxique. 
Aussi, son emploi en clinique reste-t-il trés restreint. 

‘La patuline est douée d’un pouvoir toxique au moins en partie 
parce qu’elle est 4 méme d’exercer une certaine action antimi- 
totique. Précisément, dans une note antérieure [4], deux d’entre 
nous ont étudié cette action. On sait que le pouvoir antibiotique 
de la patuline est neutralisé par la cystéine ; il était intéressant 
de savoir s’il en allait de méme pour son pouvoir antimitotique. 
Les résultats alors obtenus peuvent étre résumés ainsi : 

a) Le mélange patuline-cystéine est capable de bloquer la 
mitose en métaphase comme le fait la patuline seule (on peut 
done dissocier, pour ce produit, pouvoir antibiotique et pouvoir 
antimitotique). 

b) Cependant, le mélange, étudié comparativement, se montre 
beaucoup moins cytotoxique; il laisse un grand nombre de 
cellules vivantes. 

Ce point une fois acquis, il nous a paru curieux de savoir 
l’effet que pourraient exercer la patuline et des mélanges patu- 
line-cystéine, non plus cette fois sur des cellules en voie de divi- 
sion, mais sur des cellules adultes. Notre choix s’est naturelle- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 février 1955. 
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ment porté sur les éléments que nous connaissons le mieux, c’est- 
a-dire les polynucléaires et les macrophages. __ 

Ce que nous avons découvert dans ces conditions, nous vou- 
drions justement l’exposer ici. 


PREMIERE PARTIE 


Expériences faites avec des polynucléaires. 
MATERIEL UTILISE. TECHNIQUE OPERATOIRE GENERALE. 


Nous avons eu recours a des polynucléaires de cobaye prélevés 
dans une cavité péritonéale enflammée (Virritation de la séreuse 
avait été produite par deux injections de bouillon stérile faites, 
lune cing heures, l’autre deux heures plus tot). L’exsudat chargé 
de cellules, réparti en un certain nombre de tubes (2 ml), était 
centrifugé aussitét et les culots repris par un mélange de sérum 
et d’une solution de patuline ou d’un mélange patuline-cystéine 
(au total 2 ml). 

Les solutions de patuline ou de patuline-cystéine, en concen- 
trations diverses, avaient été faites extemporanément soit avec de 
eau physiologique (ClINa: 8 g pour 1000 ml d’eau distillée), 
soit avec une solution de Earle. Etant donné que les résultats 
obtenus ont été un peu différents selon l’excipient choisi, don- 


nons ici la formule de la solution de Earle que nous avons 
utilisée : 


ChiloruredesSQqmMm se a te. cs oe cele ora re ene 6,80 
Chiorwre de: potassium. 26) os re een Socal tae 0,40 
Chiorire de icalenhimis. Sk Wee. ees 0,20 
Sulfate desmagnésium (sec), 9) =... & la ie a Jen. 0,40 
Phosphate monosodique, (Sec). > sala nee ee 0,125 
Bicarbonate da sodium... .05 |. = « = o.. heeeeee cae 2,20 
GIUGOSe tas to ete aoe ee eae ee awe 4 
Ban distilige sired .-2¢8.< Seis. cee eee 1 000 ml 
Rouge de, phénpld gis sh Stoel Leon aes 0,025 


Patuline ou patuline-cystéine se sont parfaitement dissoutes 
en donnant des solutions limpides. 

Ces solutions ont été ajoutées, en quantilés égales, a un 
mélange de sérum frais de cobaye (1 ml + 1 ml). 

Les pH des mélanges ont été, en tout cas, soigneusement pris. 
Donnons, en exemple, les chiffres suivants : 

1° 1 ml sérum frais de cobaye + 1 ml solution de patuline 
(100 pg) en eau physiologique : PH : 8,2. 

2° 1 ml sérum frais de cobaye + 1 ml solution de patuline 
(100 wg) en solution de Earle : pH : 8,5. 
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3° I ml sérum frais de cobaye + 1 ml mélange patuline (100 ug)- 
cystéine (200 wg) en eau physiologique : pH: 8. 

4° 1 ml sérum frais de cobaye + 1 ml mélange patuline (100 1g)- 
cystéine (200 ug) en solution de Earle : pH : 8,3. 

Dans ces zones de pH, les polynucléaires se trouvent norma- 
lement trés a l’aise ; il va sans dire que toutes nos expériences 
ont eu leu avec des cellules en excellent état. 

Les préparations leucocytes-sérums-produits a tester une fois 
faites, I goutte de la suspension était prélevée et déposée sur une 
lame a la surface de laquelle avaient été fixés au préalable par 
dessiccation des grains d’amidon de pomme de terre. La goutte 
était recouverle d’une lamelle. Celle-ci était lutée pour éviter 
toute dessiccation. Enfin la préparation était conservée pendant 
une heure 4 37°. On sait que, dans ces conditions, lorsque tout 
se passe normalement [2], les polynucléaires, quittant la place ot 
le hasard les avait mis, se dirigent vers les grains d’amidon. Le 
phénoméne se déroule trés rapidement, si bien que, si l'on 
reprend la lame qui a séjourné une heure a 387° et qu’on l’exa- 
mine au microscope, on remarque que la plupart des cellules 
sont cette fois groupées autour des grains d’amidon. Autrement 
dit, on se trouve la en présence d’un magnifique phénoméne de 
chimiotactisme positif. Au contraire, en cas de réactions anor- 
males (milieu imparfait ou toxique, cellules en mauvais état 
physiologique), ce tactisme n’a pas lieu; les cellules, déformées 
ou non, restent sur place; de plus, dans un certain nombre de 
cas, le simple examen au microscope optique montre des altéra- 
tions manifestes du protoplasme et du noyau. 

Quwiallait-il se passer au cours des expériences ici relatées ? 
En présence de patuline ou du mélange patuline-cystéine, les 
cellules montreraient-elles un tactisme normal (que nous dési- 
enons généralement par 4 +) ou apparaitraient-elles plus ou 
moins « figées » sur place ? Voila exactement ce que nous dési- 
rions savoir. 

Cependant, nous n’avons pas voulu nous contenter ici de ces 
simples manifestations de chimiotactisme positif ou nul. Nous 
avons tenu a étudier encore le processus phagocytaire. Pour cela, 
les lames une fois préparées comme nous l’avons dit ci-dessus, 
nous avons ajouté aux tubes contenant le sérum les cellules, la 
patuline ou le mélange patuline-cystéine, quelques gouttes d’une 
suspension en eau physiologique de grains damidon de riz. 
Ces grains qui, 4 l’opposé des grains d’amidon de pomme de 
terre sont tout petits, se prétent parfaitement, dans les condi- 
tions normales, a une étude de la phagocytose. En moins d’une 
heure (& 37°), on peut dire quwils sont presque tous absorbés 
par les polynucléaires. Pour s’en rendre compte, il suffit de 
prélever I goutte de la préparation, de la déposer entre lame 
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et lamelle et d’examiner le tout au microscope optique avec un 
erossissement moyen. Ce qu’on trouve alors est parfaitement 
beau: la plupart des phagocytes portent dans leur sein 1 ou 2 
ou 8 petites boules brillantes et il n’y a plus de grains d’amidon 
autour d’eux. 

En présence de patuline ou du mélange patuline-cystéine, 
qu’allait-il se passer? La phagocytose de l’amidon serait-elle 
normale (ce que nous désignons habituellement par 4 +) ou 
anormale ? Nous étions fort curieux de l’apprendre. 


PREMIERE SERIE D’EXPERTENCES. — Examen du tactisme et de 
la phagocytose des polynucléaires en présence de diverses concen- 
trations de patuline en solution dans l'eau physiologique ou dans 
la solution de Earle. 

Se reporter, pour connaitre le protocole détaillé et les résultats, 
au tableau I. 

Tasceau I, 


NATURE DEB L'EXCIPIENT TAK IMPORTANCE 
qui a servi a reprendre pecs de la 
le culot leucocytaire ge eae phagocytose 


NUMERO 
des préparations 


.{1 ml sérum pur + 4 ml solution 
de patuline (100 ug) in eau phy- 
siologique. 

.|/4 ml sérum pur + 4 ml solution 
de patuline (10 ug) in eau phy- 
siologique. 

ml serum pur + 1 ml solution 
de patuline (2 wg) in eau physio- 
logique. 

ml sérum pur + t ml solution 
de patuline (0,1 ug) in eau phy 
siologique. 

ml sérum pur + 4 ml solution 
de patuline (400 ug) in liquide de 
Earle. 

ml sérum pur + 1 ml solution 
de patuline (10 wg) in liquide de 
Earle. 

ml sérum pur + 4 ml solution 
de patuline (2 ug) in liquide de 
Earle. 

ml sérum pur + 4 ml solution 
de patuline (0,41 wg) in liquide de 
Earle. 


L’examen de ce tableau révéle les fails suivants : 

1° Moins de 5 wg de patuline par millilitre suffisent 4 sup- 
primer totalement le pouvoir chimiotactique et presque totale- 
ment le pouvoir phagocytaire des polynucléaires. 

Résultat extraordinaire, nous tenons A le souligner. Dans 


ACTION DE LA PATULINE SUR LES PHAGOCYTES 703 


état actuel des choses, en effet, malgré les innombrables expé- 
riences que nous avons faites en ce domaine depuis quinze ans, 
jamais (4 beaucoup prés) nous n’avons trouvé un corps aussi 
actif. 

2° ‘La toxicité de la patuline, en milieu de Earle, semble un 
peu moins grande qu’en milieu simplement chloruré. 

3° Ajoutons qu’en présence de 50 et méme de 5 ug de patuline, 
les polynucléaires, non seulement cessent de se mouvoir et de 
phagocyter, mais encore apparaissent morphologiquement trés 
altérés. Fait curieux, le noyau reste souvent invisible ; ce qui 
frappe surtout, c’est la présence, autour de la cellule, de petites 
« boules » qui ne sont pas sans rappeler celles qu’a décrites il 
y a quelques années Schreck, mais sur la nature desquelles il 
reste quasi impossible de se prononcer. Autre remarque digne 
d’étre mentionnée : les cellules ont peu de tendance a se réunir 
en amas; elles restent pour la plupart isolées. 


SECONDE SERIE D'EXPERIENCES. — En culture de tissus [4], le 
mélange patuline-cystéine se montre proportionnellement beau- 
coup moins toxique que la patuline seule. 

Nous nous sommes done demandé ce que deviennent le ftac- 
tisme et la phagocytose exercés par les polynucléaires en pré- 
sence de différents mélanges patuline-cystéine. 

Cette fois encore, pour connaitre le protocole détaillé et les 
résultats, se reporter au tableau IJ. 


Tasieau II. 


NATCRE DE L EXCIPIENT IMPORTANCE IMPORTANCE 
qui a servi a reprendre antacnene de la 
le culot leucocytaire phagocytose 


NUMERO 
des préparations 


ml sérum pur + 1 ml eau phy- 
siologique contenant 100 ug de 
patuline el 200 ug de cystéine. 
ml sérum pur + 1 ml eau phy- 
siologique contenant 10 yg de 
patuline et 20 yg de cys'éine. 
ml sérum pur + 1 ml solution 
de Earle contenant 100 ug de 
patuline et 200 wg de cystéine. 
ml sérum pur + 4 ml solution!) 
de Earle contenant 10 pg de 
patuline et 20 wg de cystéine. 


Conclusions. — 1° Le chlorhydrate de cystéine se montre 
capable, au moins jusqu’a un certain point, d’inhiber J’action 
loxique exercée ici par la patuline. Lorsque, malgré la cystéine, 
Vaction toxique parvient 4 se manifester encore, on retrouve, 
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au niveau des cellules, les « boules » curieuses que nous avons 
décrites plus haut. 

2° Remarque intéressante mais pour laquelle nous ne pouvons 
fournir encore aucune explication: l’action antitoxique exercée 
ic par la cystéine se montre plus nette dans la solution de Earle 
que dans eau simplement chlorurée. 

3° En quoi consiste cette action antitoxique ? Quill y ait combi- 
naison de l’acide aminé avee l’antibiotique, beaucoup de preuves 
l’établissent (par exemple, la réaction au nitroprussiate de 
sodium, faite alors, est abolie), Mais peut-on ajouter que, si la 
patuline empéche tactisme et phagocytose des polynucléaires, 
c’est uniquement parce qu’elle a la faculté de se combiner avec 
les groupements sulfhydriles (ce qui, du méme coup, indiquerait 
que Vintégrité de ces groupements est indispensable pour que 
les cellules en question puissent manifester leurs principales pro- 
priétés physiologiques) ? Le fait est certes possible. I] ne serait 
pas incroyable. I] nous paraitrait néanmoins imprudent de 
Vaffirmer dés a présent. 


TROISIEME SERIE D’EXPERIENCES. — Celle-ci a été faite avec le 
désir de préciser cerlaines des notions recueillies ci-dessus. 

1° Essai pour déterminer la plus faible dose de patuline capable 
de supprimer le pouvoir chimiotactique des polynucléaires. 

Les observations ici faites sont reportées dans le tableau III. 


Tasieau III. 


NUMERO NATURE DE IR CIELONE IMPORTANCE IMPORTANCE 
dasuenenaratiins qui a servi a reprendre aucun de la 
peep le culot leucocytaire eS ke phagocytose 


ml sérum pur + 0,5 ml eau phy- 
siologique + 0,5 ml solution 


Earle contenant 10 ug de patuline. 
ml sérum pur + 0,6 ml eau phy- 
siologique + 0,4 ml solution 
Karle contenant 10 ug de patuline. 
mol sérum pur + 0,7 ml eau phy- 
siologique + 0,3 ml solution 
Earle contenant 10 ng de patuline. 


Remarque. — En 1 et 2, légéres agglutinations des cellules. 
Noyaux invisibles. Quelques « boules » en 2; « boules » un peu 
plus nombreuses en 1. 

Conclusions. — L’expérience précédente indique que la dose 
toxique limite de la patuline pour les polynucléaires doit é@tre 
placée autour de 2 wg par millilitre, 

Nous tenons a répéter que nous nous trouvons ]A devant une 
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action réellement extraordinaire. Nous n’en connaissons pas, 
personnellement, d’autres exemples. 

2° Des polynucléaires qui ont été mainlenus une heure en pré- 
sence de doses subloxiques de patuline retrouvent-ils leurs pro- 
priétés physiologiques normales quand on vient a les replacer 
dans un milieu convenable ? 

Pour le savoir, nous avons fait l’expérience suivante : 

Les préparations ci-dessus 1, 2 et 3 sont centrifugées aprés 
avoir été gardées une heure a 37°. Les trois culots sont repris 
par 2 ml de sérum de cobaye frais, pur. I goutte des prépara- 
tions nouvellement faites est alors déposée sur lame pour une 
expérience de tactisme. 

Résultats (au bout d’une heure) : 

En 1, nombreuses cellules agglutinées, noyaux invisibles, 
cellules assez réguliérement arrondies, sans « boules » a leur 
périphérie. Tactisme: +. 

En 2, mémes observations. Seulement tactisme, un peu plus 
beau: +++. 


En 8, cellules apparemment saines ; tactisme normal. 
Conclusion. — L’altération cellulaire produite par la patuline 


nest pas seulement fonctionnelle. Il y aurait véritable lésion ; 
celle-ci persisterait méme aprés élimination du toxique, si bien 
que les cellules, une fois atteintes par celui-ci, demeurent pour 
toujours anormales. 


QUATRIEME SERIE D’EXPERIENCES. — Sorte de série témoin. Ont 
été mis en ceuvre deux corps fort différents lun de l’autre : d’une 
part l’actinomycine, de ]’autre le bichlorure de mercure. 

Le second a été choisi parce qu’il est considéré trés généra- 
Jement comme un poison violent des cellules. 


TasLeau IV. 


NATURE DE L'FXCIPIENT 
qui a servi 4 reprendre 
le culot leucocytaire 


IMPORTANCE 
de la 
phagocytose 


IMPORTANCE 
du tactisme 


NUMERO 
des préparations 


.|4 ml sérum pur m1 solution 
d’actinomycine ug) in eau 
physiologique. 

ml sérum pur ml solution 
d actinomycine ug) in eau 
physiologique. ; 
ml sérum pur ml solution 
d’aclinomycine ug) In eau 
physivlogique. ; 
ml sérum pur ml solution 
d’actinomycine ug) in eau 
physiologique. 
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Le premier méritait d’étre cssayé de son cdté, compte tenu de 
son origine et de son action anticancéreuse (présumée). 


1° Essai avec l’actinomycine. — Voir le protocole détaillé et 
les résultats dans le tableau IV. 
Conclusion. — L’actinomycine, méme a dose relativement forte, 


n’exerce qu'une action nocive fort discréte sur les polynucléaires 
(a en juger du moins par la fagon dont continuent de se mani- 
fester tactisme et phagocytose). 

Le contraste avec ce qui a été observé ci-dessus avec la patuline 
est réellement frappant. 

2° Essai avec le bichlorure de Hg (P. M. : 271,6). — La solution 
mere préparée renferme 1000 wg par millilitre (solution parfaite 
en eau physiologique). Cette solution, plus ou moins diluée, 
est mélangée en parties égales avec du sérum frais de cobaye 
(1 ml). 

Se reporter, pour le protocole détaillé et les résultats, aw 
tableau V. 


TaBLEAu V. 


QUANTITE DE BICHLORURE 

de mercure se trouvant aa IMPORTANCE 
dans le liquide qui a servi a eenat de la 

a reprendre phagocytose 

le culot leucocytaire 


NUMERO 
des préparations 


4 
2 
3 
4 
5 
6 


Remarque : Dans les préparations n° 38 et surtout n®* 1 et 2. 


nombreuses cellules mortes et trés altérées. Noyau parfaitement 
visible. Done état fort différent de celui que donnent des doses 
loxiques de patuline. 

Conclusions. — Le bichlorure de mercure, & doses conve- 
nables, est parfaitement capable d’altérer profondément des poly- 
nucléaires de cobaye. Mais cette action est trés différente de celle 
de la patuline. D’une part, elle est proportionnellement plus faible. 
D’autre part, elle doit reposer sur un mécanisme tout a fail 
distinct. Dans le cas de la patuline, on a l’impression que c’est 
un rouage essentiel de la vie cellulaire qui est frappé (et c’est 
précisément en cela que réside lintérét de étude du produit en 
cause), A Vopposé, le bichlorure manifeste une action brutale. 


sans nuances. Ici, c’est toute la cellule, dans son ensemble, qui 
est blessée a mort. 
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SECONDE PARTIE 


Expériences faites avec des macrophages. 
MATERIEL UTILISE. TECHNIQUE OPERATOIRE SUIVIE. 


Des cobayes de 400 g, en excellent état, recoivent par voie 
intrapéritonéale 18 ml] d’huile de paraffine. Quatre jours plus 
tard, les animaux sont sacrifiés et le péritoine incisé. La séreuse 
est lavée avec de l’eau physiologique. Le liquide de lavage est 
centrifugé et seul le culot est conservé. Il se compose d’innom- 
brables cellules qui sont, pour la plupart, des macrophages. Le 
culot, repris par du sérum frais de cobaye, est réparti dans une 
série de tubes 4 raison de 1 ml par tube. A chaque tube est 
ajouté, sous un méme volume, une solution de patuline en eau 
physiologique plus ou moins concentrée. Dans tous les tubes 
sont alors placées quelques gouttes d’une suspension en eau 
physiologique de grains d’amidon de riz. Tous les mélanges sont 
soigneusement agités, puis placés dans une étuve a 37°. Une 
heure plus tard, les préparations sont reprises. I goutte, prélevée 
dans chacune d’elles, est déposée entre lame et lamelle. Le tout 
est porté sur la platine d’un microscope. Un examen est fina- 
lement fait qui détermine l’importance de la phagocytose des 
grains d’amidon de riz par les macrophages. 


TasBLeau VI. 
VOLUME ET NATURE 


de excipient qui a servi a remettre 
en suspension les macrophages 


IMPORTANCE 
de la phagocytose 


NUMERO 
des préparations 


./4 ml sérum pur + 4 ml solution 
atuline (100 wg) in eau physio- 

Pela. 0 (cellules 

gonflées et mortes). 


ml sérum pur + 4 ml solution 
patuline (10 wz) in eau physio- 
logique. 0 (cellules 


gonflées et mortes). 
ml sérum pur + 1 ml solution 
patuline (5 yg) in eau physiolo- 
gique. ++ (cellules 

en assez bon état). 
ml sérum pur + 1 ml solution 
patuline (2 ug) in eau physiolo- 
gique. +++-+ (cellules 
en trés bon état). 
ml sérum pur + 1 ml solution 
patuline (4 wg) in eau physiolo- 
gique. ++++ (cellules 
en trés bon état). 
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Pour les résultats, se reporter au tableau VI. 

Conclusions. — Le pouvoir toxique de la patuline, si net sur 
les polynucléaires, se manifeste non moins bien quand se trouve 
en cause lautre grand type de cellules phagocytaires : les macro- 
phages. 

On admet en général que les macrophages sont des éléments 
plus résistants que les polynucléaires. Ce fait d’expérience ne 
se vérifie pourtant pas ici puisque, quel que soit le type de 
cellules considéré, la dose subtoxique de patuline reste la méme. 


TROISIEME PARTIE 


Influence de la patuline 
sur le métabolisme respiratoire des leucocytes. 


Comme nous l’avons déja mentionné, la patuline a le pouvoir 
de se combiner aux groupements sulfhydriles des enzymes, en 
particulier des enzymes respiratoires. I] nous a donc semblé inte- 
ressant d’étudier, en complément de ce qui précéde, ce que deve- 
nait, en présence du produit, la respiration des polynucléaires. 


MATERIEL UTILISE. TECHNIQUE OPERATOIRE SUIVIE. 


Nous avons eu recours a la méthode manométrique de Warburg. 

Les globules blancs avaient été retirés d’exsudats péritonéaux 
provoqués par notre technique habituelle (injections d’eau pep- 
tonée stérile dans le péritoine de cobayes). 

Lavées deux fois 4 l’eau physiologique, les cellules étaient fina- 
lement remises en suspension dans un tampon Ringer-phosphate 
de pH : 7. Selon nos expériences, les suspensions en cause renfer- 
maient par millimétre cube de 40 4 70000 éléments. La patuline, 
en solution, était mise au contact des cellules en concentrations 
variables. 

Les lectures barométriques ont été poursuivies pendant une 
heure trente. A la fin de chaque expérience, l’intensité du méta- 
bolisme respiratoire a été exprimée en millimétres cubes d’oxy- 
géne consommés par heure et pour 10° cellules. 

Toutes nos expériences ont eu lieu a 37°. 

Résultats : J. D. Hartman [8] a montré que, pour les leucocytes, 
méme en milieu salin, la consommation d’oxygéne variait de fagon 
importante selon la concentration cellulaire et en fonction du 
temps qui s’était écoulé entre le prélévement et la mise en route 
de l’expérience. Pour chacun de nos essais, nous avons donc 
étudié Vaction de concentrations variées de patuline sur des 
leucocytes de méme origine. En opérant dans ces conditions, 
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nous avons pu obtenir des résultats comparables d’une expé- 
rience 4 l’autre. 

Le lecteur trouvera, dans les tableaux VII et VIII, des données 
que nous considérons comme tout a fait caractéristiques. (Se 


ho Qo:/ heure /ios cellules 


OY Patuline/ mL 


Fic. 4. 


reporter aussi a la figure 1 dont la courbe reproduit les données 


du tableau VII.) 
TaBLeAu VII. 


RAEI RE hs Ll Q0,/mm3/NEURE/10° CELLULES 
dans le milieu (exprimée en pg par mi) St 


= E oo 


=e 
ate 2 
=p 
SE) 
ses! 


3 
Zu 
1 
q 
5 


Nombre de leucocytes dans Ja suspension : 67 800/mm3. 


L’examen des chiffres reproduit dans les tableaux ci-dessus 


montre : 
Pour les doses fortes utilisées, que l’inhibition respiratoire tend 


vers un maximum mais ne s’annule pas ; 
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Tasreau VIII. 


CONCENTRATION DE LA PATULINE Q0O,/mm3/HEURE/10° CELLULES 
dans le milieu (exprimée en »g par ml) 


iE I 


Nombre de leucocytes dans la suspension : 68 460,/mmo. 


40 


Qo: / heure / io®cellules 


cysteine /ml 


Fre. 2. 


Pour les doses faibles, que la diminution de l’intensité respi- 
ratoire est déja sensible a la concentration de 10 pg (en moyenne, 
nous pouvons dire qu'elle est de ordre de 40 p. 100). 

Nous avons essayé de déterminer l’intensité respiratoire pour 
des concentrations plus faibles de patuline, mais sans résultat 
vraiment net. Ainsi, dans deux expériences, nous avons obtenu : 

Avec 2,5 wg, une inhibition de lordre de 18 p. 100; 

Avec 3 wg, une inhibition de 8 p. 100. 

Au mieux, pouvons-nous dire, encore avec réserve, que l’inhi- 
bition est de l’ordre de 10 p. 100, peut-étre méme inférieure, 
pour des concentrations de patuline correspondant A 3 pg par 
millilitre. 

Comme on pouvait s’y atlendre, nous avons vu que la présence 
de cystéine dans le milieu ot se trouve Ja patuline reléve Vinten- 
silé respiratoire des leucocytes. 
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Rapportons, a titre d’exemple, l’'expérience suivante : a une 
concentration fixe de patuline (50 pe par millilitre) nous avons 
ajouté des quantités croissantes de cystéine, allant de 5 a 50 ue. 
Les résultats obtenus dans ces conditions sont reportés dans le 
tableau IX et dans la figure 2. 


TaBLEAu IX. 


CONCENTRATION DE LA CYSTEINE 
__ (chlorhydrate) QO,/mm3/HEURE/106 CELLULES 
dans le milieu (exprimée en pg par ml) 


Bn 


50 
25 
10 
Sine. 
Oe 


LALLA 


Nombre de leucocytes dans la suspension : 41 000/mm3. 


En conclusion des diverses expériences que nous venons de 
rapporter, nous dirons que la patuline est capable, en milieu 
salin, d’inhiber le métabolisme respiratoire d’une suspension 
leucocytaire, mais que cette action inhibitrice peut étre neutra- 
lisée par la cystéine. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


1° La patuline, substance extraite de divers Penicillium et qui 
_est douée d’une double action antibiotique et antimitotique, est 
capable, a des concentrations extraordinairement faibles, d’inhiber 
activité phagocytaire des polynucléaires et des macrophages et, 
aussi, la sensibilité chimiotactique des polynucléaires. Pour obtenir 
ce résultat, en effet, il suffit d’utiliser un milieu qui contient 2 a 
3 wg par millilitre de patuline. A notre connaissance du moins, il 
n’existe pas d’autres substances ayant, a un tel degré, ce pouvoir. 
Au cours du travail ici rapporté, nous avons étudié comparati- 
vement l’action de l’actinomycine et du bichlorure de mercure. 
Ces deux substances, certes, sont aussi toxiques (surtout le 
bichlorure) pour les leucocytes, mais elles le sont de facon beau- 
coup moins intense. 

2° Le métabolisme respiratoire des polynucléaires est également 
perturbé lorsque les cellules sont placées au contact de la patuline. 
Y a-t-i] un rapport entre l’intégrité des enzymes respiratoires et 
l’intensité des processus phagocytaires ? On peut le penser. Nous 
hésitons cependant a l’affirmer, étant donné que le tactisme et la 
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phagocytose sont supprimés alors que la respiration des leuco- 
cytes n'est encore que trés partiellement inhibée par la patuline. 

3° Le pouvoir cytotoxique, si net, de la patuline, peut étre sup- 
primé par l’addition au milieu, en concentrations convenables, de 
chlorhydrate de cystéine. 
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ACTIVITE ANTIMICROBIENNE 
DE CERTAINS COMPOSES CHIMIQUES 
ETUDIEE AU MICROBIOPHOTOMETRE ENREGISTREUR 


par M, FAGUET (’). 


(Unstitut Pasteur, Service du Bactériophage) 


O. Schales et H. Graefe ont récemment décrit l’action anti- 
microbienne de certains composés chimiques [4], dérivés nitrés 
des carbures aryl-éthyléniques. Ces auteurs montrérent, notam- 
ment, que le f-nitrostyréne a la concentration de 1 mg pour 
100 cm* de milieu de culture inhibe la croissance de Micrococcus 
pyogenes et d’E. coli et que cette action est légérement réduite 
quand on ajoute une certaine quantité d’albumine au milieu de 
culture. Ils utilisérent pour leur expérimentation le milieu II, 
assez complexe, de Schmidt et Moyer [2]. 

Nous avons pensé qu’il était intéressant de reprendre les essais 
concernant trois des composés décrits, parmi les plus actifs, et 
utilisant un milieu beaucoup plus simple, |’eau peptonée glucosée, 
d’étudier leur activité par l’enregistrement des courbes de crois- 
sance [8]. Enfin, il nous a paru également profitable de comparer 
la croissance microbienne obtenue en présence de ces composés 
avec celle obtenue en présence d’antibiotiques connus comme 
Vauréomycine et le chloramphénicol. 


EXPERIENCES ET RESULTATS. 


Parmi les 55 composés décrits par Schales et Graefe, nous en 
avons choisi trois : 

2-6-dichlorophényl-nitrostyréne (A) ; 

3-4-dichlorophényl-nitropropéne (B) ; 

p-nitrophényl-nitropropéne (C). 

Afin de simplifier le texte, nous désignerons respectivement ces 
corps par A, B et C. 

Nous avons étudié leur activité sur Staphylococcus albus et 
aureus, sur E. coli (souche M), sur Proteus X19 et sur Asper- 
gillus fumigatus. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1954. 
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Avant d’utiliser la technique des enregistrements continus nous 
avons délimité les zones d’action de chaque composé, par la 
méthode des dilutions. Le milieu employé fut Veau peptonée 
a 3 p. 100, glucosée a 1 p. 200 (peptone Uelaf), le pH étant 
ajusté a 7,2. Les composés étant insolubles dans V’eau, nous les 
avons dissous dans l’alcool a 96°. 

‘Le principe de la technique (O. Schales et A. Graefe) des cultures 
a été le suivant : nous avons ensemencé 10 cm*® de milieu. Nous 
avons ensuite transféré cette culture dans des tubes siériles 
contenant 2 cm® d’eau distillée et 0,1 cm® de solution alcoolique 
de la substance testée, a différentes concentrations. Ceci nous 
permettait d’avoir dans chaque tube une quantité égale d’alcool, 
qui n’était jamais supérieure & 0,1 cm* pour 12 cm* de milieu. 

Les cultures étaient portées a l’étuve a 37° C pendant dix-huit 


© NOMBRE DE GERMES PAR cms 


Fie. 4. 


heures et examinées ensuite par une méthode turbidimétrique. 
Nous avons alors recherché les concentrations des composés A, 
B et C donnant avec les différents germes une inhibition d’environ 
50 p. 100 de la croissance, c’est-’-dire donnant approximativement 
la moitié du nombre de germes obtenus dans le méme milieu sans 
addition des produits A, B, C. Au bout de dix-huit heures, sauf 
pour Aspergillus fumigatus pour lequel la technique a été diffé- 
rente, les résultats obtenus ont été résumés dans les tableaux 
cl-joints. 

Cette étude nous a permis de délimiter les zones minimum 
d’activité antimicrobienne des trois composés étudiés. Nous avons 
pensé qu'il pouvait étre intéressant d’examiner les courbes de 
croissance des différents germes étudiés au moyen de la technique 
des enregistrements continus par le microbiophotométre enre- 
gistreur. 

Les six cuves de Vappareil recevaient chacune 20 cm® d’eau 
peptonée a 3 p. 100 (peptone Uclaf) et 1/200 de glucose, préala- 
blement ensemencée avec 5 x 10° germes par centimétre cube 
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provenant d’une culture de dix-huit heures sur gélose inclinée. 
Le pH était ajusté a 7,2. 

Dans une premiére série d’expériences, nous avons enregistré 
(fig. 1) les courbes de croissance de Staphylococcus aureus 
(souche O) en présence des substances A, B et C aux doses 
suivantes : 


Cuve 1: culture témoin de St. aureus (souche O). 

Cuve 2: addition de 1 ug d’auréomycine par centimétre cube. 

Cuve 3: addition de 1 wg de chloramphénicol par centimétre 
cube. 

Cuve 4: addition de A a la concentration de 1/1 200 000. 

Cuve 5: addition de B a la concentration de 1/1 200 000. 

Cuve 6: addition de C a la concentration de 1/1 200 000. 


a PN 
o 
a 
aly 
ol %2 
w 
= 
a 
Ww 
oO 
Ww 
a 
wv 
Cc 
a 
= 
(oe) 
eid 
OF ] 
1 i 1 L n vi 1 i 1 
6 8 10 l2 14 16 18 20 22 HEURES 
Fic. 2. — Les chiffres 1, 2, 3 entourés d’un cercle représentent respective- 


ment les substances A, B et C. Les chiflres ordinaires 1, 2, 3, 4, 5, 6 indiquent 
les numéros d’ordre des cuves. I] en est de méme pour les figures 1 et 3. 


L’examen des courbes de croissance montre bien que la 
substance A est la plus active; lactivité de B est presque 
équivalente et celle de C est nettement inférieure. 


Tasteau J. — Action de A, B et C 
sur Staphylococcus aureus (souche QO). 


CONCENTRATIONS 
SUBSTANCES 
1/400 000 1/600 000 4/1 200 000 | 1/2 400 000 
MEO AUUe aetinny ase. & <a 400 100 80 40 
BipsiW). ee a 400 90 10 30 
CB e201 | ee a eee eae 30 10 8 0 


Le composé A agit encore sur une concentration inférieure au millioniéme ; la 
concentration qui permet une diminution de 50 p. 100 de la culture est comprise 
entre 1/1 200 000 et 1/2 000 000. Elle est comprise entre 1/1 200 000 et 1/1 500 000 
pour B et entre 1/300 000 et 1/400 000 pour C. Ces résultats ont été obtenus 
pour des cultures placées dix-huit heures 4 l’étuve 37° C. 
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Dans une deuxiéme série d’expériences (fig. 2), nous avons 
étudié l’action des trois substances A, B et C sur Proteus X19 
aux conditions suivantes : 

Cuve 1: culture témoin de Proteus X 19. 

Cuve 2: addition de 0,5 wg de chloramphénicol par centimétre 
cube. 


Cuve 3: addition de A a la concentration de 1/800 000. 
Cuve 4: addition de B a la concentration de 1/800 000. 
Cuve 5: addition de C a la concentration de 1/800 000. 
Cuve 6: addition de C a la concentration de 1/2 400 000. 


IL’examen de ces concentrations montre que la substance A 
posséde la plus grande activité contre Proteus X19; les 
substances B et C viennent ensuite successivement. 

Dans une troisiéme série d’essais (fig. 3), nous avons enre- 
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Es ee 
4 6 8 10 12 14 16 18 20 HEURES 
Fig. 3. 


TasLeau II. — Action de A, B et C sur Proteus X 19. 


CONCENTRATIONS 
PRODUITS 


1/500 000 1/900 000 1/1 200 000 


100 
100 
95 


La concentration de la culture en composé A, qui permet au bout de dix-huit 
heures une diminution de 50 p. 100 de la culture témoin sans antibiotique, est 
comprise : pour A, entre 1/800 000 et 1/900 000 ; pour B, vers 1/900 000 ; pour C, 
entre 1/500 000 et 1/900 000. 


gistré les courbes de croissance d’E. coli (souche M), en présence 
de quantités variables des substances A, B et C: 
Cuve 1: culture témoin d’E.coli. 
2: addition de A a la concentration de 1/30 000. 
Cuve 3: addition de B a la concentration de 1/30 000. 
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Cuve 4: addition de B a la concentration de 1/12 000. 
Cuve 5: addition de C a la concentration de 1/12 000. 
Cuve 6: addition de C a la concentration de 1/30 000. 


Tasteau III. — Action de A, B et C sur E. coli (souche M). 


SUBSTANCES 


A (p. 100). 
B (p. 100). 
C (p. 100). 


CONCENTRATIONS 


1/10 000 


100 
30 a 40 
100 


1/20 000 1/40 000 


100 
0a 10 
40 a 50 


La concentration qui permet une diminution d’environ 50 p. 100 de la crois- 
sance de E, coli, en dix-huit heures par rapport & une culture témoin, sans anti- 
septique, est comprise : pour A, entre 1/20 000 et 1/40 000 ; pour B, vers 1/10 000 ; 
pour C, entre 1/10 000 et 1/20 000. 


Tasteau IV. — Action de A, B et C sur Aspergillus fumigatus. 


CONCENTRATIONS 
SUBSTANCES 
1/3 000 | 1/6 000 
RerpeetO0yor nae. Oa Fe) yet 400 100 
Ta) ne a oe en ee 100 80 
CM MOU Ne ohi ncte G ae Vera 100 | 10 


Cette étude a été faite sur boites de gélose. Les composés A, B, C ayaient été 
incorporés & des doses variables 4 la gélose, a l’état liquide. L’ensemencement 
avait été fait au moyen d’une goutte de suspension d’Aspergillus fumigatus uni- 
formément répartie sur la surface de la gélose. L’examen des hoites fut fait aprés 
sept jours d’étuve 4 37°C. Nous avons alors mesuré les surfaces occupées par 
les cultures. Celles effectuées sans antiseptiques étaient égales 4 la surface totale 
de la gélose. Les chiffres du tableau indiquent le pourcentage d’inhibition. 

On yoit que les concentrations permettant une diminution de 50 p. 100 de la 
surface de la culture sont : pour A, inférieures a 1/6000; pour B, inférieures 


a 1/6000; pour C, comprises entre 1/3000 et 1/6000. 
RESUME. 


L’étude des trois composés précédents monire qu’ils possédent 
une activité antimicrobienne importante puisque le 2-6-dichloro- 
phényl-nitrostyréne est actif sur Staphylococcus aureus (souche O) 
a la concentration de 1/1 200000, le 3-4-dichlorophényl-nitro- 
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propene le suivant de prés, le p-nitrophényl-nitropropéne étant . 
neltement moins actif (1/400 000). 

Ces composés présentent une activité encore importante pour 
le Proteus X19 que nous avons utilisé dans nos expériences, 
puisque tous les trois ont une action nette 4 des concentrations 
égales et méme inférieures a 1/500 000. A légard d’E. coli, cette 
activité est plus faible, puisque les concentrations utiles varient 
de 1/10 000 a 1/40 000. Enfin, pour Aspergillus fumigatus ]’action 
se situe aux environs des concentrations de l’ordre de 1/6 000. 
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ACTION DES SUBSTANCES COLORANTES 
SUR LES MYCOBACTERIES 
IV. — COLORANTS ACIDES. INFLUENCE DU PH (‘). 


par J. DESBORDES, Er. FOURNIER et Denise ALIX (**). 


(Laboratoire du Service du D* Jean Parar. 
Centre Hospitalier Emile-Roux |Brévannes)) 


Continuant nos essais [4] au sujet de laction des substances 
colorantes sur les Mycobactéries, nous avons étudié le compor- 
tement de quelques bacilles du genre Mycobacterium mis en 
contact avec diverses substances classées par les histologistes 
parmi les colorants acides. 

Pour ce faire, dans un tube a hémolyse, nous avons mis le 
contenu d’environ 1 ou 2 éses de platine de germes prélevés sur 
une culture a maturité (sur milieu solide, type Léwenstein), 
lavés a l’alcool méthylique a 50 p. 100, puis émulsionnés dans 
2 cm* d’eau distillée, en contact avec 2 cm* d’une solution tam- 
ponnée a différents pH (soit en zone acide: solution saturée 
dacide citrique ; soit en zone neutre; soit en zone alcaline : 
solution saturée de CO,Na,) et quelques gouttes d’une solution 
trés diluée du colorant utilisé. 

Nous observons la couleur du culot bacillaire qui se rassemble, 
apres agitation, au fond du tube, pendant un temps variant de 
zéro a cent vingt minutes. 

Nous avons utilisé les colorants acides suivants, appartenant 
aux groupes chimiques les plus divers : 

Vert lumiére, fluorescéine, Jaune de métanyl, Bleu trypan, 
Rouge Congo. 

Les souches testées étaient les suivantes : 

Mycobacterium tuberculosis H37 Rv, 

Mycobacterium tuberculosis souche Brévannes, 

BCG, 

Mycobacterium minetti, 

Mycobacterium phlei (Fléole). 


(*) Travail subventionné par IJ. N.H. (professeur BucGnarp) et la 
Caisse Nationale de Sécurité Sociale. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 février 1955. 
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Tasteau I. — Zone acide, pH = 1,2. 


VERT LUMIERE 


ee 


Jaunepale 


Jaune verdatre 
Jaune vert 


Jaune 


FLUORESCEINE 
(2) 


37 Rv ou BREVANNES 


Jaune pale. 


Jaune blanc 
Mélangé 


Verdatre 


Jaune blanc 


Jaune pile 


Vert pale 


Jaune pale 


JAUNE 
DE METANYL 


Jaune pale 


BCG 


Jaune blanc 
Mélangé 
Jaune léger 
Jaune 


Minetli 


Jaune pale 


Jaune 


Jaune ocre 
Verdatre 


Lég. vert 


BLEU TYPAN 


Jaune pale 
Jaune bleuté 
Bleuté 
Bleu 
Bleu léger 


ROUGE CONGO 


Jaune pale 
Jaune 
Bleuté 

Bleu 


Jaune blanc 


Jaune pale 


Bleuté 
Bleu pale 


Jaune blanc 


Jaune pale 
Pté. gris 
Germes non colorés, 


Para-tuberculeux (Fléole) 


Jaune ocre 


Jaune ocre 


Jaune ocre 


ta Couleur du culot au bout d'un temps exprimé en minutes. 
2) Avec la fluorescéine, quel que soit le pH, il ne semble pas qu'il y ait de modification 
de la teinte des germes, difficile A apprécier en raison de la fluorescence du milieu. 


‘Les tableaux ci-joints résument nos observations. 
On peut conclure de ces résultats que, dans l’ensemble, les 


Jaune ocre 


colorants acides sont peu ou mal fixés sur tous les Mycobacterium 
examinés ici, quelle que soit leur catégorie : virulents (aprés pas- 
sage 4 l’animal), atténués (type BCG), peu virulents (paratuber- 
culeux ou saprophytes), quel que soit le pH. 

Un fait est remarquable : la coloration aprés fixation est pale, 
toujours inférieure aux intensités obtenues avec les colorants 
basiques dans des conditions expérimentales semblables. 
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Tasreau I]. — Zone neutre, pH = 7,2. 


VERT LUMIERE 


Jaune pale 


FLUORESCEINE 


387 Rv et BREVANNES 


Jaune pale 


JAUNE 
DE METANYL 


Jaune pale 


Jaune moyen 


BLEU TRYPAN 


Jaune pale 


721 


ROUGE CONGO 


Jaune pale 
Orangé lég. 


Blanc jaune 
Mélangé verdatre 


Blanc jaune 


BCG 


Blanc jaune 


Jaune pile 


Blanc jaune 
Jaune blanc 


5 
kDa 
SUnea 
60 . 
Q'2 Ore: 


Jaune blanc 


Vert léger 
Vert pale 


Minelti 


Jaune blanc 


Jaune blanc 
Jaune 
Jaune plus foneé 
Jaune intense 


Jaune blanc 
Bleuté 


Bleu léger 


Jaune ocre 
Ocre 
Lég. vert 
Verdatre 


Para-luberculeux (Fléole). 


Jaune ocre 


Jaune ocre 
Ocre 


Jaune ocre 
Ocre 


Lég. bleuté 


Jaune blanc 
Orangé lég. 
Orangé 


Jaune ocre 
Ocre 


(1) Couleur du culot au bout d’un temps exprimé en minutes, 


On peut dire que la coloration « la moins mauvaise » se pro- 
duit en milieu acide. 

Tout au plus peut-on noter que le rouge Congo, au bout d’un 
temps de latence non négligeable (trente minutes environ), finit 
par teinter les germes ; mais suivant la couleur méme qu'il pré- 
sente au pH considéré, sans aucun phénoméne de métachromasie 
(bleuté en milieu acide, ocre en milieu neutre ou alcalin). On 
note peu de différence suivant le caractére des germes. 

Un phénoméne semblable est retrouvé a un degré plus faible 
avec le bleu trypan, ou a un degré encore inférieur avec le vert 


~~) 
we 
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Tasieau II]. — Zone alcaline, pH = 11. 


TEMPS 


(1) 


VERT LUMIERE 


ee 


Jaune pale 


FLUORESCEINE 


H37 Rv 


Jaune pale 


JAUNE 
DE METANYL 


Jaune pale 


Jaune moyen 


et BREVANNES 


BLEU TRYPAN 


eee 


Jaune pale | 


ROUGE CONGO 


Jaune pale 
Ocre léger 
Orangé 
Rouge orangé 
Orange pale 


Blane jaune 


BCG 


“Blanc jaune 
Jaune pale 


Blanc jaune 


Blanc jaune 


Orangé léger 


Blane jaune 


Blanc jaune 


Minetti. 


Blane jaune 
Incolore 
Jaune pale 
Jaune vert 
Jaune pale 


Blane 


Lég. bleuté 
Bleu pale 


Blanc 
Orangé lég. 
Orangé 


Jaune ocre 


Para-tuberculeuz (Fléole). 


Jaune ocre 


Jaune ocre 


Jaune ocre 


Jaune-ocre 


Orangé 


(1) Couleur du culot au bout d'un temps exprimé en minutes. 


de méthyl (lequel, par exemple, conduit A une coloration lente, 
guére visible avant soixante minutes, mais surtout nette en milieu 


acide). 


De toutes fagons, quel que soit le pH, au bout d’un temps trés 
long (nous avons fait des lectures au bout de douze et méme 
vingt-quatre heures), les germes sont, ou bien non colorés (ils 


gardent leur teinte originelle 
entendu, qui est ocre), ou fiaiblement teintés. 
L’intensité de couleur obtenue, méme dans les cas les plus 


: blane ou jaune, sauf Fléole, bien 
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favorables, n’est en rien comparable avec ce que nous avons 
observé avec les colorants de l'autre série [2] basique. 

Ces résultats sont obtenus dans trois zones de pH trés tran- 
chées. Nous nous proposons de continuer ce travail en opérant 
dans des zones de pH beaucoup plus étroites, de facon a obtenir 
des résultats plus nuancés. 

On ne trouve que peu de références dans la littérature sur !e 
comportement des Mycobactéries, vis-a-vis des colorants acides. 
Cependant nos résultats sont en iaccord avec ceux d’un auteur 
japonais, Makoto Kaneko [8], du Collége Médical de Nagasaki, 
qui trouve que certaines Mycobactéries (Mycobacterium avium) 
ne sont pas colorées avec les colorants acides, qu’ils soient 
vivants ou morts (expérience menée avec 15 colofants de 7 grou- 
pements chimiques différents), en suspension de 20 mg de 
germes dans 1 cm* d’eau distillée, addition de colorant 
a 0,01 p. 100, mise en contact, deux heures, a 37°. 

L’auteur note que les colorants de la série du triphénylméthane 
colorent facilement les cellules bactériennes vivantes. 

Les bacilles Gram positifs (vivants ou morts) ne sont pas 
colorés avec les colorants acides. Ceux Gram négatifs sont 
colorés par ces colorants acides, s’ils sont vivants, mais ne le 
sont pas, s’ils sont tués. 
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ETUDE GENETIQUE 
D’'UN BACTERIOPHAGE TEMPERE D'FSCHERICHIA COLI 


il. — EFFET DU RAYONNEMENT ULTRAVIOLET 
SUR LA RECOMBINAISON GENETIQUE 


par F. JACOB et E.-L. WOLLMAN (”). 


(Institut Pasteur. Service de Physiologie microbienne) 


Introduction. 


Au cours de |’étude de la recombinaison génétique du bactério- 
phage 2, il est apparu que les fréquences de recombinaison 
observées différaient suivant la technique de croisement utilisée. 
Les croisements peuvent étre réalisés, soit en surinfectant par 
un type donné de bactériophage % des bactéries lysogénes pour 
un autre type préalablement induites par le rayonnement ultra- 
violet, soit en infectant simultanément des bactéries sensibles par 
les deux types de bactériophages 4 considérés. On constate ainsi 
que, pour une méme paire de caractéres, la fréquence de recom- 
binaison est de trois A cing fois plus élevée aprés surinfection 
des bactéries lysogénes induites qu’aprés infection de bactéries 
sensibles. L’accroissement de la fréquence de recombinaison 
peut éfre également obtenu en irradiant les bactériophages 
a croiser, avant leur adsorption sur les bactéries sensibles, ou 
en exposant a la lumiére ultraviolette les complexes formés par 
ladsorption des bactériophages sur les bactéries sensibles. 

L’objet du présent mémoire est de décrire cet effet du rayon- 
nement ultraviolet sur la recombinaison génétique du_bactério- 
phage 4, d’en analyser les modalités et, A la lumiére des rensei- 
gnements ainsi obtenus, de discuter le mécanisme de la recombi- 
naison génétique des bactériophages. 


Matériel et techniques. 


Les différents mutants du bactériophage }, les techniques de croi- 
sement et les résultats qu’elles fournissent, ont été déja décrits [4, 2]. 


(*) Manuscrit recu le 25 février 1955. 
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Nous nous bornerons A mentionner ici les nouveaux caractéres géné- 
tiques utilisés et les quelques modifications apportées aux techniques. 


SOUCHES BACTERIENNES ET TYPES DE BACTERIOPHAGES. — Outre la souche 
sensible 112 d’E. coli K12, nous avons également utilisé la souche C600 
que nous devons a4 l’obligeance de M. J. Weigle. Les plages formées 
par le bactériophage } sur ces bactéries sont plus grandes que sur les 
bactéries sensibles 112 et leur homogénéité peut étre encore augmentée 
si les bactéries indicatrices ont été soumises, avant leur étalement sur 
eélose, 4 de petites doses de rayonnement U. V., doses qui laissent de 
Vordre de 60 p. 100 bactéries survivantes [3]. 

Les caractéres du bactériophage } utilisés dans les croisements ont 
déja été décrits [4, 2]. Dans les croisements entre phages différant par 
trois caractéres, nous avons eu recours a un caractére nouveau, te 
caractére m’ décrit par A.D. Kaiser, qui est trés voisin ou allélique 
du caractére p, (fig. 1). Dans les croisements entre phages différant 


(P4) 
3 | 3 L5 «£5 Of 5 
Fie. 1. — Le groupe de liaison du bactériophage X. — Les nombres représentent 


la fréquence de recombinaison observée au cours de croisements entre phages 
différant par deux caractéres. 


par les trois caractéres m,, ¢ et m;, il est possible de distinguer, outre 
les deux types parentaux, les siz types recombinants (planche I). 


TECHNIQUES. — Tous les croisements décrits dans ce mémoire ont 
€té faits par infection des bactéries sensibles par les bactériophages 
a croiser. L’infection simultanée était réalisée par l’addition des bac- 
tériophages 4 des bactéries non proliférantes dont la croissance avait 
été bloquée par le cyanure de potassium M/250 ou qui avaient été 
carencées par un séjour d’une heure en sulfate de magnésium M/100 [3]. 

L’irradiation des bactériophages ou des complexes était réalisée avec 
une lampe Philips germicide donnant approximativement, dans les 
conditions de nos expériences, une énergie de 500 ergs mm—?min—} 


pour la longueur d’onde 2537 A. Avec ce dispositif, la dose optima 
inductrice pour les bactéries lysogénes K12(\), qui correspond a une 
irradiation de quatre-vingts secondes (dose optimale), laisse survivre 
environ 40 p. 100 des particules lorsqu’elle est appliquée au phage 
libre. Appliquée aux bactéries sensibles, ou aux complexes phages- 
bactéries, elle permet encore la formation de 100 p. 100 de centres 
infectieux [4]. Cette dose, enfin, ne modifie que légérement aussi 
bien le rendement moyen que la durée de la période latente. 
L’illumination était réalisée avec une lampe Philips de 500 watts 
A enveloppe de verre refroidie par une circulation d’eau. Les échan- 
tillons a illuminer étaient placés dans un bain-marie 4 une distance 


de 20 cm de la lampe. 
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Résultats expérimentaux. 


1. — Erret DU RAYONNEMENT U. V. 
SUR LA FREQUENCE DE RECOMBINAISON. 


Dans un croisement entre bactériophages, lirradiation par la 
lumiére ultraviolette, soit des bactériophages eux-mémes avant 
Vinfection, soit du complexe formé aprés infection, entraine un 
accroissement appréciable de la fréquence de recombinaison 
observée. Dans la suite de cet exposé, nous appellerons fré- 
quence de recombinaison \’expression r = (somme des recombi- 
nants/somme des parents et des recombinants). Les résultats de 
croisements entre deux bactériophages i différant par les carac- 
teres g, et c sont représentés sur le tableau I. La dose de 
rayonnement U. V. auquel étaient soumis, tantot les bactéries, 
tantot les phages, tantdt les complexes, était dans chaque cas la 
méme et correspondait a la dose optimale.. 


Tasteau I. — Fréquence de recombinaison entre les phages g,c 
et gi+c+ aprés irradiation, soit des bactéries, soit des bactério- 
phages, soit des complexes. 


f Types parentaux t Types recombinants i % de 
i + | “ " recombinants 
bose fateh | act fate | 
fete eshte abe aehe eer Pa ee 
y ' ! ' i 
K12(Ag,*c*) induit, puis surintecté | 661 {| 738 # 139 1 116 i 15,7 
Bite) ly on lene toes Aiea 
K12S infecté par Ag,*c* et Ag,c Y oe me 1 46 H 5,5 
\ ' ' n 
K128 irradié, infecté par Ag,*c* et 910. 1 O02. ests ee f 5,9 
gc non irradiés i H 1 H H 
W ' nN ' i 
K128 non irradié, infecté par Ag,*e* coe P75 i sig 9 57 30 
et Ag,c irradiés i ' i ' i 
K128 non irradié infecté par Ag,*c* i 782 | 697 I 449 1 433 i 14.6 
drradié et Ag,c non irradié i { fH ' i : 
K12S irradié infecté par Ag*ct et | +841 | 769 «| 327 «$ 352 29,2 
Ag,c irradiés i 1 H \ 1 
K12S infecté par Ag,*e* et Agyc, puis || 894 | 809 | 474 | 439 ~~ I 34,6 
irradiation du complexe a i 1 iT ‘ iT . 
t = O min. i ' H \ Hl 


Toutes les irradiations sont effectuées avec une méme dose de rayonnement U. V. 


(80 secondes) correspondant 4 la dose optimale pour l’induction des bactéries lyso- 
génes K12 (X). 


On voit, sur le tableau I, que dans un croisement réalise 
par infection simultanée des bactéries sensibles, l’irradiation 
préalable de celles-ci est sans effet sur la fréquence de recombi- 
naison, Au contraire, Virradiation du mélange des bactério- 
phages 4 croiser accroit cette fréquence d’un facteur 5 environ, 
et Virradiation du complexe s’accompagne d’un effet comparable. 
Lorsqu’un seul des parents est irradié, l’accroissement de la fré- 
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quence de recombinaison est environ moitié moindre. C’est un 
effet du méme ordre de grandeur que l’on observe lorsque le 
croisement est réalisé par surinfection avec l’un des types paren- 
taux, de bactéries lysogénes pour l'autre type, préalablement 
induites par le rayonnement ultraviolet. 


Contrairement a la lumiére ultraviolette, le rayonnement X 


OKS) | 


x 


r 
0,4 


OS 


0,2 


O 20 40 60 80 100 120 140 
DOSE D'UV EN SECONDES 
Fic. 2. — Action de la dose de rayonnement U. V. sur la fréquence de recombi- 
naison entre différentes paires de caractéres. — Des bactéries sensibles sont 


infectées, en présence de KCN, avec des proportions égales de deux types de 
phages différant par deux caractéres (multiplicité moyenne : 10 A 15 de chaque 
type par bactérie). Aprés vingt minutes d’adsorption, les suspensions sont diluées 
en tampon froid (temps 0) et exposées immédiatement & des doses croissantes 
de rayonnement U. V. Aprés dilution en sérum anti-A, les suspensions sont 
maintenues 4 37° en milieu nutritif pendant deux heures et les phages libérés 
sont étalés sur gélose en présence de bactéries indicatrices. En abscisse, la dose 
d’U. V. en secondes. En ordonnées, les fréquences de recombinaison r observées 
au cours des croisements m,pj+ x mips, gic x gtet et cet c x cec+. 


(0,9 A), aux doses inductrices pour les bactéries lysogénes, est 
sans effet appréciable sur la fréquence de recombinaison. 


EFFET DE L’IRRADIATION EN FONCTION DE LA DOSE. — La fré- 
quence de recombinaison entre les deux facteurs g, et c a été 
mesurée en fonction de la dose de lumiére U. V. appliquée, au 
temps 0 aprés V’infection, aux complexes phages-bactéries. On 
voit sur la figure 2 que, pour les doses faibles, la fréquence de 
recombinaison augmente linéairement en fonction de la dose, 
puis atteint un palier a une dose inférieure a la dose optimale. 
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La méme expérience a été réalisée avec d’autres caractéres 
que g, et c, d’une part avec des caractéres plus liés, tels que 
ce, et c, d’autre part avec des caractéres moins liés, tels que 
m, et p,. Les résultats de ces expériences, également représentes 
sur la figure 2, indiquent que, pour les différentes paires de 
caractéeres étudiés, l’effet du rayonnement U.V. est, pour les 
doses faibles, une fonction linéaire de la dose, la pente étant 
d’autant plus forte que les caractéres sont moins liés. Pour les 
doses trés faibles, la fréquence de recombinaison est augmentée 
d’un facteur a peu prés constant, quelle que soit la paire de 
caractéres considérés. Pour les doses plus élevées, les différentes 
courbes atteignent un plateau dont le niveau est d’autant plus 
élevé que les caractéres sont plus distants. C’est ainsi que pour 
les caractéres peu liés, tels que m, et p,, ce plateau atteint un 
niveau voisin de 50 p. 100, c’est-a-dire proche de 1l’équilibre 
génétique. Il est remarquable que les paliers atteints le soient 
tous sensiblement pour la méme dose, ce qui indique l’existence, 
pour cette dose, d’un phénoméne de saturation de l’effet du 
rayonnement U. V. 

On observe également une augmentation de la proportion des 
particules « hétérozygotes » en fonction de la dose de rayon- 
nement U. V. Dans les croisements mettant en jeu les carac- 
téres c et ct, ott les particules hétérozygotes peuvent étre dis- 
tinguées grace a l’aspect tacheté des plages qu’elles forment sur 
les bactéries indicatrices, on constate que la proportion de ces 
particules qui est d’environ 1 p. 1000 dans les croisements 
témoins non irradiés, s’éléve aux environs de 1 p. 100 aprés 
exposition & la dose optimale de rayonnement U. V. 


EFFET DE L’IRRADIATION EN FONCTION DU TEMPS. — Des bactéries, 
simultanément infectées par les bactériophages g,c et gtc+, ont 
été exposées a la dose optimale de rayonnement U.V. a des 
temps variables au cours de la période latente. Les résultats de 
cette expérience sont rapportés sur la figure 3 ot l’on voit que 
la fréquence de recombinaison diminue rapidement en fonction 
du temps écoulé entre l’infection et Virradiation. Dés la quinziéme 
minute, c¢’est-d-dire bien avant l’apparition des premiéres_par- 
ticules infectieuses (vingt-cinquiéme minute), l’effet de la lumiére 
ultraviolette est déja trois fois moindre qu’il ne l’était au temps 0. 


PHoTorEsTAURATION. — On sait que la plupart des effets dus 
au rayonnement ultraviolet peuvent, pour une large part, étre 
eae par la lumiére visible [5]. C’est également le cas de 

e et 5 l . Ye . . f , e , , ; 
élt dié ici. Des bactériophages g,¢ et gtct, préalablement 


soumis a une dose suboptimale de rayonnement ultraviolet, sont 
simultanément adsorbés sur des bactéries sensibles. Les com- 
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O4 

r 

03 

O2b 

O,! 

O bore: mae S Om 40) 
TEMPS EN MINUTES 
Fic. 3. — Evolution de la fréquence de recombinaison en fonction du temps de 
Virradiation au cours de la période latente. — Des bactéries sensibles sont infectées 


en présence de KCN avec des proportions égalesde phages g,c el yte+ (multi- 
plicité moyenne 10 4 12 de chaque type). Aprés vingt minutes d’adsorption, la 
suspension est diluée en milieu nutritif & 37° (temps 0). A des temps variables 
de la période latente, des échantillons sont prélevés, dilués en tampon et exposés 
& une dose optimale de rayonnement U. V. (soixante-quinze secondes). En abcisse, 
le moment de la période latente auquel les complexes sont exposés au rayonne- 
ment U. V. En ordonnée, la fréquence de recombinaison. 


020K 
r 
Ost 
0,10 
0,05 
OR mES: 8 l2 16 
TEMPS D'ILLUMINATION EN mn 
Fic. 4. — Effet de la lumiére visible sur la fréquence de recombinaison observée 
entre bactériophages préalablement exposés au rayonnement U, V. — Des bac- 
téries sensibles sont infectées, en présence de KCN, avec des proportions 
égales de phages g,c et gj+c+ (multiplicité moyenne : 10 a 12 de chaque 


type) préalablement exposés au rayonnement U. V. (cinquante secondes). Aprés 
dilution en tampon (temps 0), la suspension est maintenue a 27° et exposée a des 
doses croissantes de lumiére visible. Apres chaque dose dillumination, un 
échantillon est exposé A l’action d’un sérum anti-A, puis dilué en milieu nutritif 
4 37°. En abcisse, la dose d’illumination en minutes. En ordonnée, la fréquence de 


recombinaison. 
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plexes ainsi formés sont exposés, au temps 0, a des illuminations 
de durée croissante, et la fréquence de recombinaison entre les 
marqueurs g, et c est mesurée sur chacun des échantillons pré- 
levés. Les résultats de cette expérience sont rapportés sur la 
figure 4 ot l’on voit que la fréquence de recombinaison, que le 
rayonnement U. V. avait fait passer de 5 a 20, décroit rapide- 
ment en fonction de la durée de Villumination pour atteindre un 
niveau a peine supérieur a celui trouvé dans un croisement 
témoin non irradié. 

On peut maintenant suivre, en fonction du temps au cours de 
la période latente, l’évolution de la photorestaurabilité de 


(OR: 
it 
0,2 
O,| 
0 10 15 20.5. 25 
TEMPS EN MINUTES 
Fic. 5. — Evolution de la photorestaurabilité au cours de la période latente. — 


Des bactéries sensibles sont infectées en présence de KCN, avec des proportions 
égales de phages g,¢ et gc+ (multiplicité moyenne : 10 & 12 de chaque type) 
préalablement exposés au rayonnement U. V. (cinquante secondes). Aprés dilution 
en milieu nutritif 4 37° (temps 0), des échantillons sont prélevés 4 des temps 
variables de la période Jatente et exposés & une méme dose de lumiére visible. 
Apres action de sérum anti-A, les échantillons sont maintenus 4 37° dans lobscu- 
rité et étalés, En abcisse, le temps de la période latente auquel a été effectué Villu- 
mination. En ordonnée, la fréquence de recombinaison. 


Peffet U.V. Des bactéries simultanément infectées par un 
mélange de bactériophages g,c et gict+ préalablement irradiés 
par une dose suboptimale d’U. V. sont soumises ensuite, a des 
temps variables au cours de Ja période latente, A une méme dose 
de lumiére visible. La fréquence de recombinaison entre les 
caracteres g, et c est mesurée sur chacun des échantillons preé- 
levés. On voit sur la figure 5, ot les résultats de cette expérience 
sont rapportés, que la photorestaurabilité de l’effet. U. V. diminue 
trés rapidement au cours de la période latente. Une illumination 
constante qui, appliquée au temps 0, réduisait la fréquence de 
recombinaison de 25 4 12 p. 100, ne produit plus qu’un effet 
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moitié moindre 4 cing minutes et a perdu presque toute efficacité 
a dix minutes. 

L’ensemble des résultats rapportés jusqu’ici indique que l’effet 
de la lumiére ultraviolette sur la fréquence de recombinaison est 
a la fois fonction de la dose du rayonnement, du temps auquel 
cette dose a été appliquée au cours de la période latente et de la 
liaison existant entre les marqueurs considérés. Pour accroitre 
d’une maniére appréciable la fréquence de recombinaison, ta 
lésion produite par le rayonnement U. V. doit étre précoce. Une 
fois cette lésion produite, son effet sur la fréquence de recombi- 
naison est peu accessible & une restauration par la lumiére 
visible. 


II. — Mobe bD’acTION DU RAYONNEMENT ULTRAVIOLET 
SUR LE MECANISME DE LA RECOMBINAISON GENETIQUE. 


Nous avons, dans un précédent mémoire [2] montré que !a 
théorie de Visconti et Delbriick [6] rend compte des données | 
expérimentales concernant la recombinaison génétique chez le 
bactériophage 2. Rappelons que cette théorie, qui traite Ja recom- 
binaison des bactériophages comme un probléme de génétique 
de population, postule qu’au cours de la phase végétative les 
particules s’apparient au hasard quant au temps et quant au 
partenaire. Cette théorie, établie pour les gros phages viru- 
lents T2 et T4, explique et prévoit un certain nombre de faits 
retrouvés chez d’autres bactériophages, en particulier l’accrois- 
sement de la proportion des recombinants au cours de la période 
latente et l’interférence négative apparente observée dans les 
croisements entre phages différant par trois caractéres. La théorie 
de Visconti et Delbriick parait, en particulier, pouvoir étre 
appliquée au phage tempéré 4 pour lequel il a pu étre démontré 
que le nombre moyen de conjugaisons m que chaque particule 
a subies au cours de la phage végétative est compris entre 0,6 
et 0,8 [2, 3]. 

Nous allons examiner dans quelle mesure sont altérées les 
principales caractéristiques du schéma de recombinaison géné- 
tique du bactériophage aprés l’action de la lumiére ultraviolette. 


L’EFFET ULTRAVIOLET EST UN EFFET PRECOCE. — Dans le pro- 
eessus normal de la recombinaison génétique, celle-ci est un phé- 
nomene relativement tardif. Elle est d’autant plus marquée que 
la période latente est plus avancée, c’est-a-dire que le nombre 
de particules végétatives est plus grand et, par conséquent, les 
chances de rencontres plus élevées. Il n’en est plus de méme 
apres |’irradiation. 

Une suspension de bactéries simultanément infectées avec des 
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proportions égales des deux phages a croiser est divisée en deux 
fractions dont l’une est soumise 4 la dose optimale de lumiére 
ultraviolette, l’autre conservée comme témoin. A différents temps 
au cours de la période latente, des échantillons sont prélevés et 
traités par le cyanure de potassium, qui a pour effet de pro- 
voquer une lyse prématurée, et la proportion des recombinants 
est mesurée dans les divers échantillons. Les résultats de cette 
expérience sont rapportés sur le tableau II. On voit que, dans 
le témoin, la proportion des recombinants fait plus que doubler 
entre l’apparition des premiéres particules infectieuses et la fin 
de la période latente, alors que, dans la suspension irradiée, la 
fréquence maxima des recombinants est atteinte dés l’apparition 
des premiéres particules infectieuses. 


Tapreau Il. — Evolution de la fréquence de recombinaison en fonction 
du temps chez les complexes irradiés et non irradiés. 


\ Culture non irradiée } Culture irradiée 
i i! 
ee ee ee ae ee a ae Ce a ee Se eae ee 
RE || Nombre moyen | % de || Nombre moyen } ®% de 
KCN i de phages murs ‘recombinants \ de phages murs ‘recombinants 
ea | par bactérie i ! par bactérie 
-------------| | Heenan nn- =} af | Sea 
25 min, | Wal ' 3,8 f 0,93 ' 14,2 
30 " i 4,5 5,6 H 3,6 13,4 
35" i 13,6 6,4 i 8,9 14,4 
40 1" \ Ole ! facet iH 27 ! 15,3 
45 on H 65 | 7,5 i 49 : 13,9 
Bg Poa iibir stations Dantes Pai a Bea Ca 
120 4 131 H 8,2 Ht 121 - 15,2 
' ' 


Des bactéries sensibles sont infectées en présence de KCN avec des proportions 
égales de phages m+<se,ct et m,cetc. Aprés vingt minutes d’adsorption, la sus- 
pension est diluée en tampon (temps QO). Une fraction est exposée au rayonne- 
ment U. V. (dose suboptimale), l’autre est conseryée comme témoin. Aprés action 
de sérum anti-A, les deux fractions sont diluées en milieu nutritif 4 37°. A des 
temps variables de Ja période latente, des échantillons de ces deux fractions sont 
dilués en bouillon KCN M/200 et aprés trente minutes 4 37°, dilués et étalés sur 
gélose. 


Il semble done bien, d’une part, que l’irradiation accroisse la 
fréquence de recombinaison et, d’autre part, que les recombinants 
soient formés principalement dans la premiére partie de la 
période latente. C’est ce que confirme ]’examen des productions 
individuelles de bactéries, simultanément infectées par deux 
phages différant par trois caractéres, et dont une fraction a, dés 
Vinfection, été irradiée et Vautre conservée comme témoin. Les 
productions individuelles des bactéries non irradiées sont rap- 
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portées sur le tableau III, celles des bactéries irradiées sur le 
tableau IV. 

De la comparaison de ces deux tableaux, on peut tirer les 
conclusions suivantes : 

1° La production individuelle moyenne des complexes irradiés 
nest que légérement inférieure a celle des bactéries témoin. 

2° Si Von considére celles des productions individuelles qui 
contiennent des recombinants pour les caractéres cet et ct, on 
constate (colonne 7) que la proportion des bactéries oti de telles 
recombinaisons se sont produites aussi bien que le nombre des 
recombinants de ce type par bactérie productrice sont beaucoup 
plus élevés dans la fraction irradiée (tableau IV) que dans la 
fraction non irradiée (tableau III). 

3° On peut, a partir du nombre de tubes qui, dans chaque 
expérience, ne contiennent pas de recombinants du type .cefct, 
calculer la distribution des recombinaisons efficaces par bactérie, 
le nombre total d’événements-recombinaison pour la population 
considérée, et la taille moyenne des clones de recombinants 
.cefet par événement-recombinaison. On constate que lirradia- 
tion a accru a la fois le nombre moyen d’événements-recombi- 
naison efficaces par bactérie et le nombre moyen de recombinants 
par événement-recombinaison. 

4° Enfin, notons que la proportion des bactéries produisant 
des recombinants doubles mt cetct+ (colonne 6) aussi bien que ia 
taille des clones de ces recombinants sont beaucoup plus impor- 
tantes chez les bactéries irradiées que chez les bactéries témoin. 

De l’ensemble de ces expériences, on peut donc conclure 
qu’aprés lirradiation, la recombinaison est un événement relali- 
vement précoce, comme en témoignent la courbe de l’apparition 
des recombinants au cours de la période latente et la taille des 
clones de recombinants dans les productions individuelles des 
bactéries irradiées. La recombinaison est aussi plus efficace, ce 
qui s’exprime par laccroissement du nombre d’événements- 
recombinaison par bactérie productrice. 


L’erret U. V. INTRODUIT UNE POLARITE DANS LA RECOMBINAISON. 
— La formation précoce de la majeure partie des recombinants 
montre que, apres irradiation par le rayonnement U. V., la ciné- 
tique de la recombinaison est différente de celle que l’on observe 
normalement chez % ou chez les autres bactériophages étudiés. 

Un des faits qui, dans les conditions normales, semble le mieux 
illustrer le role du facteur temps et l’existence de conjugaisons 
répétées est l’existence dans les croisements entre bactériophages 
différant par trois caractéres, d’un excés de la proportion des 
recombinants doubles par rapport aux recombinants simples, qui 
simule une interférence négative. Les recombinants doubles, 
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TasLeau Ill. — Production individuelle de bactéries infectées avec des 
proportions égales de phages différant par trois caractéres [non 
irradiés] (*). 


Nombre total de tubes 3 115 
Nombre de tubes contenant du phage = 25 
" " " contenant les deux types parentaux ras 
et des recombinants : rep 
1 ! 1 ! Z ' ' 
‘ 1 Ss ' 4 t 5 ' 6 1 7. 
a ‘ : ' H ' | Recombinants 
: ; + ‘ + + + + + + + 
m5.0 ' msce,c Msc m5ce,c sce; c m.ce;c cejc 
' ' 1 1 ‘ ' (5 + 6) 
i ‘ ' 1 1 1 
1 ates a0 cnes a*anerenee’ { eerer a) coms avereres Wet ee ne a ew a ed | ee 
= 5. an (ae i { 1 t i 
By ee H out Lat ) ' 0 ‘ (0) 
Sent 63 H 3 ' 4 - (0) : 0 ' (0) 
47 ' 129 2 f 3 ‘ 0 ' ie} ‘ 10) 
Sones 14 Pa he aly Oo) H Oo H ) 
69 $ 83 ! 9 5 alte ' 0) H (0) : te) 
64! 57 ; ro en! ) ! ) ' ) 
bu ‘ 81 ‘ 5 ‘ Bs : ie} ' 0 ' 10) 
39°44 48 ' 3 : 2 rest ) H ) H Ce) 
68} 53 ' cy ea ees ) ; ) : 0 
Ay 14 \ ak : 1 : (0) ! Q : 0) 
Gout 8 ' ak ‘ 10) H (0) ' ° ' 10) 
5S wy 87 : > ‘ 1 ' (0) 1 10) i ie) 
Sates} 20 t 2 ‘ i - fe} : ie} ‘ (0) 
aes 63 ' ee ie GLa 1 ' oe - 3 i, 
534 23 ' 18 t 2l ’ ak ' (°) : 1 
17 bert 63 ' oi fais lr ° ' 1 H 1 
Soma 29 ‘ 9 L 6 : i ' 1 ; 2 
53. 39 ' SMC) SAP ae 2 ' aah 2 
66 ’ 5s9 ’ 7 ' 4 ' 3 ry i¢) ‘ 3 
43 3 39 H 4 H 3 : 2 } a 5 3 
fils | aaa 89 : 7 ! 6 K 4 ; 3 H 7 
' ‘ ’ t ' ' 
‘ ’ t ' t ' 
' ‘ ' t ' ' 
DIO Za ess . 124 Net lay? - 14 : 6 ' 20 
' ‘ ' ' ' ' 
Nombre de tubes ne contenant pas de recombinants ceyc" 3 ks 
" " " contenant des recombinants ce; : 8 
Nombre moyen,par bactérie, des recombinaisons efficaces 
produisant des recombinants ceye (calculé d'aprés la 
distribution de Poisson) : 0,48 
Nombre moyen de recombinants cejc* dans les tubes contenant 
de tels recombinants : 2,9 


Des bactéries sensibles sont infectées avec des proportions égales de phages 
m+ce,ct+ et m,ce+ c (multiplicité moyenne, 10 A 12 de chaque type). Apres 
vingt minutes d’adsorption (temps 0), la suspension est diluée en bouillon et dis- 
tribuée en tubes a raison d’une bactérie pour environ 3 A 4 tubes. Les tubes sont 
maintenus pendant deux heures 4 37° et le contenu de chaque tube est étalé sur 
gélose avec des bactéries indicatrices. 


(*) La corrélation entre recombinants réciproques (colonnes 3 et 4) que l’on peut 


noter sur ce tableau semble exceptionnelle et n’a été observée que dans cette expé- 
rience. 
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considérés comme provenant de recombinants simples, et résultant 

de deux événements-recombinaison successifs (dans Vhypothése ia 
a = > i a . - 

plus simple d’une interférence complete), sont l’expression méme 


Tasteau IV. — Production individuelle de bactéries infectées avec des 


proportions égales de phages différant par trois caractéres 
(irradiés). 


Nombre total de tubes 2 118 
Nombre de tubes contenant du phage H 24 
WW Ue 0 contenant les deux types parentaux 
et des recombinants 1 20 
1 ee ' 3 ' } ; 
t ‘ ' ' ' 
+ 
M5.Cc msce,c ms .c ; : \ 
1 ' ' H 
= ear ! eae tart SSS SSS SS | H i ; 
Zs i en bone all ages’ ont Orns on 0 
Ole i eeeee ' cee ft On & OF =} On re) 
NG oo { he a 9 |} One Ome ve) 
41 ; 32 : 3 ' 3 } a i fe) H ti 
23 5 ! all ' 21 ' (9) ' 1 ' 2 
if) Tl a RBS Sin Ty 2 ae oO; 2 
6 H 47 H 6 ; 26 1 al 4 3 { 4 
Laat Some 2O- = Ss | Aa? oe 5 
61 3 et Kea ae Fe Se ae 5 | 
145° 5} 32 H Benes | af Lege Sa 6 
23 ! 85 : 14 : abe } 4 : 2 ‘ 6 
age 18,72 at,d Sots Reeser il git OnF 8 
So) ks 23 \ 62 ‘ Sat See i Tigh | 
Ba ee Cee 43. 7} 10° | eel 12 
oo 53 : 16 : che ih 4. ay 8 15 | 
S2 ' 47 ' 31 21 ' 16 9 ; 25 
18 1 30 ' Se { 24 ! 14 , 13 \ 27 
SCmnteen 6 15a 16m mt; 26ungh 6a ee 32 
2s } 29 H 24 2 ! 13 i 23 ! 36 
IS 39 t 24 22 ' 12 A 26 ; 38 
' - ’ / oe ' ' ) 
546 626 336 Te agli BL pS B Rin 254 
i 
Nombre de tubes ne contenant pas de recombinants cejc" 5 3 
” " n contenant des recombinants ceyo” : 17 
Nombre moyen, par bactérie,des recombinaisons efficaces } 
produisant des recombinants ceyc (calculé d'aprés la | 
distribution de Poisson) 3 1,9 
Nombre moyen de recombinants cee dans les tubes contenant | 
de tels recombinants : 13,8 | 


Méme expérience que celle représentée sur le tableau III. Au moment de la 
dilution 4 tf = O, une fraction de Ja suspension a été exposée pendant soixante 
secondes au rayonnement U. V., puis distribuée en tubes. Les deux expériences, 
représentées sur les tableaux III et IV ont été faites simultanément sur la méme 
suspension. 


de l’hétérogénéité de la population phagique quant au nombre de 
conjugaisons successives subies par chaque particule. 
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La présence de clones importants du recombinant double dans 
les productions individuelles du tableau IV semble déja indiquer 
que les recombinants doubles, eux aussi, sont formés précoce- 
ment. Il reste a élucider le mécanisme de leur formation. La 
question se pose en effet de savoir si, apres irradiation, les 
recombinants doubles sont formés en deux événements successifs, 
ou si, au contraire, ils sont, dans leur majeure part, le résultat 
d’un seul événement-recombinaison. 

Dans un croisement entre bactériophages différant par trois 
caractéres m;, c¢ et m;, l’évolution des divers types de recom- 


Tastrau V. — Evolution des fréquences de recombinaison entre deux 
phages différant par trois caractéres, en fonction de la dose d’U. V. 


D tm* tm c*m: tmte*m? tm cm. im*em* tm c*m ‘mn om? !m*c*m 
Pbtga Peenetos aethae ae ll eo sally ice ae thay atiae yy ast 


977 10,22 10,15 


856 10,34 10,26 


1 

2055 10,31 10,22 
2 ' ' 
1849 10,34 10,24 


* ry : (fréquence des recombinants simples entre m, et c) + (fréquence des 
recombinants doubles). 

rpc : (fréquence des recombinants simples entre ¢ et m,;) + (fréquence des 
recombinants doubles). 

Yabe : fréquence des recombinants doubles. 

Les valeurs de ces fréquences en fonction de la dose d'U V. sont portées sur la 
figure 6. : 

Des bactéries sensibles sont infectées, en présence de KCN, avec des proportions 
égales de phages m,c+m;+ et mtcm;. Aprés vingt minutes d’adsorption, la sus- 
pension est diluée en tampon (tf = QO) et exposée a des doses croissantes de rayon- 
nement U. V. Aprés action d’un sérum anti-\ et dilution, les échantillons sont 


Q70 


maintenus 4 37° pendant deux heures, puis cétalés sur gélose avec les bactéries 
indicatrices. 


oe 


oR 


binants a été suivie en fonction de la dose de rayonnement U. V. 
appliquée aux complexes au temps 0. Les résultats de cette expé- 
rience sont rapportés sur le tableau V et la figure 6. On voit que : 
1° Pour les faibles doses de rayonnement, chaque irradiation 
accroit d’un méme facteur les fréquences de recombinaison 
observées au niveau de la région m,c (r,,) et de la région 
cm, (ry). Ce résultat montre que le groupe de liaison est 
maintenu aprés irradiation, mais que pour deux caractéres 
donnés, Ja liaison diminue en fonction de la dose d’U. V. 
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2° Le nombre de recombinants doubles formés est également 
une fonction sensiblement linéaire de la dose, ce quia pour consé- 
quence la diminution progressive de l’interférence négative. En 
outre, aux faibles doses, chaque irradiation accroit la fréquence 
des recombinaisons doubles (r,,,) d’un facteur comparable a celui 
qui est observé pour les recombinaisons simples au niveau de 
chacune des régions m,c et cm;. Si cette relation linéaire entre 
la fréquence des recombinants doubles et la dose d’U. V. n’est 
pas qu’apparente, résultant, par exemple, de la superposition de 
deux courbes, elle semblerait indiquer qu’aprés l’irradiation, les 
recombinants doubles sont, pour leur plus grand nombre, le 
résultat d’un seul événement-recombinaison. Les différents types 


oe dbs L 
O 20) 40 60 80 
DOSE D'UV EN SECONDES 


Fic. 6. — Evolution des fréquences de recombinaison entre deux phages différani 
par trois caractéres en fonction de la dose de rayonnement U. V. — Méme expé- 
rience que celle représentée sur le tableau V. En abscisse, la dose d’U. V. en 
secondes. En ordonnée, les fréquences de recombinaison ; r,g représente la 
somme: (fréquence des recombinants simples entre m, et c) + (fréquence des 
recombinants doubles) ; ryq représente la somme: (fréquence des recombinants 
simples entre c et m;) + (fréquence des recombinants doubles) ; r,z. représente 
la fréquence des recombinants doubles. 


de recombinants seraient donc, pour leur plus grande part, formés 
dés le début du développement et, ultérieurement, la recombi- 
naison se poursuivrait au taux réduit que l’on observe avec des 
particules non irradiées. Les recombinants formés précocement ne 
conserveraient donc plus Je souvenir de la lésion initiale engendrée 
par Virradiation. 

Des croisements entre deux bactériophages qui différent par 
trois caractéres, mais ott les types parentaux se trouvent en 
proportions trés inégales, apportent des renseignements sur la 
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facon dont sont formés les recombinants doubles. En effet, soient 
ABC les particules du type parental majoritaire et abc les parti- 
cules du type: parental minoritaire. Si la plus grande fraction des 
recombinants doubles sont formés en deux événements successifs, 
le recombinant double de beaucoup le plus fréquent sera ie 
recombinant AbC qui provient de la recombinaison des recombi- 
nants simples Abe ou abC avec le parent majoritaire ABC, et qui 
comprend le marqueur médian du parent minoritaire. L’autre 
recombinant double aBe qui posséde le caractére médian du parent 
majoritaire ne sera qu’exceptionnellement formé par recombi- 
naison des recombinants simples aBC ou ABe avec le parent 
minoritaire abe ou entre eux. Dans l’hypothése d’une interférence 
positive compléte et avec un systéme ow il n’existerait aucun 
avantage sélectif pour aucun des génotypes formés dans un tel 
croisement, on devrait retrouver dans la descendance les deux 
recombinants doubles dans la proportion méme ot l’on aurait 
AbC ABC 


aBe abe 
il existait un grand degré d’interférence négative, c’est-a-dire si 
la plupart des recombinants doubles étaient formés en un seul 


placé les deux types parentaux : - Si, au contraire, 


Ae AbC ie 
événement, le rapport mie devrait étre proche de 1. Dans le cas 


ot il n’existerait pas d’interférence, ce qui semble le plus vrai- 
semblable, aussi bien chez les bactériophages virulents du type T2 
ou T4 que chez le bactériophage tempéré 2, et ot le nombre des 


~ 


on : ie 
cycles de conjugaison est, comme chez i, petit [2], le rapport 
aBe 


~y 


tol SEE 
abe ; 


devrait permettre de calculer la fraction des recombinants 
doubles AbC formés en un seul événement. 


devrait étre compris entre la valeur du rapport 


Nous avons recherché, dans un croisement de ce type (types 
parentaux différant par trois caractéres et en proportions iné- 


‘ AbC 
gales), comment évoluait le rapport B entre les deux types de 
aBe 


recombinants doubles, aprés irradiation, soit du type majoritaire, 
soit du type minoritaire, et par comparaison avec un croisement 
témoin non irradié. Les résultats de ces trois croisements réalisés 
au cours de la méme expérience et ot le type majoritaire avait 
les caractéres mf cm, et le type minoritaire les caractéres m,ctm+ 
sont rapportés dans le tableau VI. 


On voit que dans le croisement sans irradiation, le rapport ie 
aBe 


prend une valeur intermédiaire entre la valeur 1 que prévoit 
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Tasteau VI. — Effet provoqué par l’irradiation de l’un des phages, 
dans un croisement mettant en jeu des proportions inégales de 
deux phages différant par trois caractéres. 


' 1 mn 4 ’ ' 1 1 i) 1 
1 1 iy ' ' 1 1 
j ++ + + + + + +} 4 
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oportion de rent 3 
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4 
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owen eeeseccescn 4--------------------------------------------------------------------------- 
' ' 
; H 3955 ! 261 ' 197 ' 217 H 106 { 72 ' AS hetdiae 2.4952 
i Proportion des particules parentales (totales) adsorbées Mest = 4,3 
irradiation ; m ’ 
{ Survie du parent minoritaire m irradié : 0,59 
du parent H P M 22 
+ Proportion des parents survivants adsorbés —yy : BTx 0,55 = 7,2 
minoritaire } C e ESD : 
! Proportion des alléles c+ dans la descendance : 8,2 
(m UV) ' 
1 
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Proportion des recombinants doubles “ARS dans la descendance : 8,1 


Des bactéries sont infectées avec des proportions inégales des deux phages 
m+tem, (M) et m,c+m;+ (mj. Expérience I : pas d'irradiation, Expérience 2 : irra- 
diation du type majoritaire M. Expérience 3 : irradiation du type minoritaire m. Les 
trois croisements ont été réalisés simultanément. 


Vhypothése d’une interférence négative et la valeur du _ rap- 


Y 


port ‘entre les types parentaux. 'L’hypothése selon laquelle 


abe ; 
la recombinaison entre bactériophages A se fait sans interférence 
et comporte un nombre moyen faible de cycles de conjugaison 
(entre 0,5 et 0,8) semble donc justifiée. En effet, selon cette 
hypothése, une fraction relativement importante des recombinants 
doubles devrait étre produite en un seul événement-recombinaison, 
ce que confirme l’expérience. Il est malheureusement impossible 
d’évaluer avec précision Ja valeur de cette fraction car, d’une 
part, comme l’indique le tableau VI, les types de bactériophages 
croisés ne sont pas rigoureusement sans avantage sélectif l'un par 
rapport a l’autre et, d’autre part, le petit nombre de particules 
prenant part a la multiplication [2] peut créer une hétérogénéité 
relativement importante dans la population bactérienne. C’est 
ainsi que le rapport des types possédant les alléles c et c+ qui 
était de 6,3 au moment de l’infection est de 8,5 dans les particules 
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Tanteau VIL. — Production de bactéries individuelles infectées avec 
des proportions inégales de deux phages différant par trois carac- 
teres : irradiation du type majoritaire. 


‘Nombre moyen de phages meo° my adsorbés par bactérie 0,29 
Nembre moyen de phages mcm, irradiés par bactérie 7,9 
Fraction des phages moony survivant & l'irradiation 0,47 


Nombre total de tubes 254 
Nombre de tubes contenant du phage 119 


Nombre de tubes contenant exclusivement le parent 
majoritaire 96 


Nombre de tubes contenant le parent majoritaire 
et des particules ayant des caractéres du 
parent minoritaire 23 
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phages mcm, irradiés (majoritaire) et msc+m,;+ non irradiés (minoritaire). Aprés 
adsorption et action du sérum antiphage, les bactéries sont diluées et distribuées 
en tubes 4 raison d’une bactérie infectée par le type minoritaire pour environ 3 
ou 4 tubes. Aprés deux heures 4 37°, le contenu de chaque tube est étalé sur gélose 
en présence de bactéries indicatrices. 
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Tasrsau VIII. — Production de bactéries individuelles infectées avec 
des proportions inégales de deux phages différant par trois carac- 


téres : irradiation du type minoritaire. 
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Nombre moyen de phages mao" my irradiés par bactérie 0,34 
Nombre moyen de phages micgom, adsorbés par bactérie 5,2 
Praction des phages mec” my survivant & l'irradiation 0,64 
Nombre total de tubes 2K 
Nombre de tubes contenant du phage 101 
Nombre de tubes contenant exclusivement le parent 

majoritaire 75 
Nombre de tubes contenant le parent majoritaire 

et des particules ayant des caractéres du 

@arent minoritaire 26 
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de la descendance. La valeur du rapport des recombinants 


doubles n’en est pas moins significativement inférieure. 
Lorsque l’un des types parentaux a été préalablement soumis 
bC 
a l’action de la lumiére ultraviolette, la valeur du rapport ae 


est considérablement modifiée. Cette valeur décroit aprés irra- 
diation du parent majoritaire ; elle s’accroit lorsque c'est le 
parent minoritaire qui a été irradié. Il est bien évident qu'il ne 
peut s’agir dans un cas de la création d’une interférence négative 
et dans l’autre d’une interférence positive. Dans une autre série 


AbC : : 
d’expériences (tableaux VII et VIII), le rapport a pris, aprés 


aBe 
irradiation du parent majoritaire, une valeur de 0,45 et aprés 
irradiation du parent minoritaire une valeur de 12,7. 


L’irradiation de l'un des types parentaux a pour conséquence 
d’accroitre, non seulement en proportion, mais aussi en valeur 
absolue, les recombinants doubles qui possédent le caractére 
médian de ce type. Tout se passe donc comme si le rayonnement 
ultraviolet avait introduit une polarité dans le croisement. 


Afin de préciser la signification de ce phénoméne de polari- 
sation dans des croisements entre phages irradiés et non irradiés, 
il convient d’analyser les productions de bactéries individuelles. 
Des expériences de ce type ont été réalisées d’une part aprés 
irradiation du type parental majoritaire, et d’autre part aprés 
irradiation du type parental minoritaire. Les résultats d’un croi- 
sement oti le type majoritaire mfcm, a été préalablement irradié 
sont présentés dans le tableau VII. 


Ab 


aBc 

0,45, alors que le rapport des alléles parentaux est de 6. II existe 
done un excés considérable de recombinants doubles ayant le 
caractére médian du parent majoritaire irradié. L’examen des 
productions individuelles fait ressortir la grande hétérogénéité 
de celles-ci. Dans la plupart, le parent minoritaire, dont une seule 
particule a servi 4 l’infection, a formé un clone assez important. 
La distribution des recombinants dans les productions indivi- 
duelles est trés variable, mais il existe, dans chaque production, 
un ou plusieurs clones de recombinants de taille supérieure a 10. 
Lorsqu’il existe un clone du recombinant double AbC, il existe 
également des recombinants simples Abe ou abC qui sont suscep- 
libles, par recombinaison avec le parent majoritaire ABC, de lui 
donner naissance. Les recombinants doubles aBe sont présents en 
clones plus nombreux que ceux des recombinants doubles AbC. 
Il semble exclu qu’ils puissent avoir été formés par recombinaison 


On voit que dans la production totale, le rapport est de 
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de recombinants simples aBC ou ABe avec le type parental mino- 
ritaire abe, car ils existent méme dans les productions individuelles 
qui ne contiennent pas de clones des uns ou de l’autre. 

Dans l’expérience rapportée sur le tableau VIII, c’est le type 
parental minoritaire m,ctm qui a été irradié avant linfection. 
Celle-ci, comme dans l’expérience précédente, a été réalisée avec 
une particule du parent minoritaire irradié pour 3. bactéries. 
Dans la production en masse, le rapport — du nombre des 
recombinants doubles est de 12,7 alors que celui des alléles paren- 
taux est de 8,5. 'L’examen des productions individuelles montre 
la grande hétérogénéité de leur composition. On peut constater 
que dans la grande majorité des tubes contenant des particules 
qui possédent certains des caractéres du type parental minoritaire, 
celui-ci est ou absent, ou présent en trés petites quantités. Il 
semble méme que les clones de recombinants soient nombreux et 
importants, surtout dans les tubes ott le type parental minoritaire 
est rare ou absent. Le recombinant double AbC est présent dans 
plus de la moitié des productions individuelles et le plus souvent 
sous forme de clones de plus de 10 particules. L’autre recombi- 
nant double aBe est le plus souvent absent et lorsqu’il apparait, 
il est rare. Un fait remarquable qui ressort de V’examen de ce 
tableau est la présence, dans un tiers des tubes environ, de plus 
d’un clone de recombinants de taille supérieure a 10. Ces recom- 
binants possédent, le plus souvent, le caractére médian du parent 
minoritaire et un seul des caractéres adjacents, dans des combi- 
naisons variables (par exemple a et b, ou ab et b, ou a et ab). 
Enfin, dans un petit nombre de productions individuelles, lun des 
caractéres du type parental minoritaire n’apparait pas dans les 
particules de la descendance. 

De l’ensemble de ces croisements 4 multiplicités inégales entre 
bactériophages différant par trois caractéres, on peut tirer les 
conclusions suivantes : 

1° L’irradiation a un effet dépresseur sur le type parental 
irradié, 

2° Elle a pour effet de créer une polarité dans le croisement, 
polarité qui se manifeste par lV’accroissement considérable de la 
proportion du recombinant double ayant le caractére médian du 
type parental irradié. 

3° Dans les productions individuelles, la présence de clones 
importants de recombinants simples ou doubles confirme la forma- 
tion précoce de ces recombinants. II existe fréquemment, dans 
la production d’une seule bactérie, plus d’un clone important de 
recombinants, mais on n’observe aucune corrélation entre types 
recombinants réciproques. 

Les recombinants doubles qui possédent -le caractére médian 
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du type parental irradié apparaissent dans une proportion impor- 
tante des productions individuelles sous forme de clones de grande 
taille. Leur formation précoce semble résulter d’un seul événe- 
ment-recombinaison car leur présence dans la production d’une 
bactérie est indépendante de celle des recombinants simples 
susceptibles de leur avoir donné naissance. 

Enfin, les types de recombinants que l’on trouve dans la 
production d’une méme bactérie différent suivant que c'est le 
parent majoritaire ou le parent minoritaire qui a été irradié. Dans 
ce dernier cas, en effet, tous les recombinants sont issus d’une 
seule particule du type minoritaire irradié, alors qu’aprés irra- 
diation du parent majoritaire, les différents types recombinants 
proviennent vraisemblablement de plusieurs particules du type 
majoritaire irradié. 

Discussion. 


Appliquée soit aux bactériophages a croiser, soit aux complexes 
bactéries-bactériophages, la lumiére ultraviolette a pour effet 
d’accroitre considérablement la fréquence de recombinaison. Cette 
perturbation du processus de recombinaison est d’autant plus 
marquée que l’effet primaire du rayonnement, ¢’est-a-dire la lésion 
produite, est plus intense (donc la dose plus forte) et plus précoce. 
La lumiére visible, qui restaure presque complétement la lésion 
initiale, supprime par cela méme son effet sur la recombinaison 
génétique du bactériophage. Une fois cet effet produit, il n'est 
plus accessible 4 Vaction restauratrice de la lumiére visible. 

Si la lésion initiale provoquée par le rayonnement doit, pour 
étre efficace, avoir été précoce, son effet sur la recombinaison 
semble étre, lui aussi, précoce. Dans le cas de bactériophages 
non irradiés, les recombinaisons efficaces sont des événements 
relativement rares et tardifs. La multiplication des _particules 
végcétalives précéede, dans une large mesure, la recombinaison. 
Dans le cas des bactériophages irradiés, les recombinaisons effi- 
caces sont des événements relativement fréquents et précoces. 
Elles se produisent avant qu'un degré important de multiplication 
ait eu heu. 

Le schéma proposé par Visconti et Delbriick [6] pour rendre 
compte de la recombinaison entre deux populations de phages 
végélatfs en équilibre dynamique permet, comme nous l’avons 
vu, de rendre compte de la recombinaison du bactériophage % 
non irradié {2, 3]. Sous cette forme, il ne semble pas que la 
théorie de Visconti et Delbriick puisse étre applicable a la recom- 
binaison des bactériophages irradiés, en raison de l’hétérogénéité 
eréée par Virradiation. En effet, d’une part les particules.paren- 
tales irradiées semblent avoir une viabilité, ou du moins un 
pouvo:r de multiplication, inférieur a celui des recombinants 
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formés, comme on peut le voir en comparant la dimension des 
clones formés par le type parental mimoritaire irradié et celle des 
clones formés par les recombinants (tableau VIII). D’autre part, 
les recombinants formés ont, pour chaque rencontre, une proba- 
bilité de se recombiner plus faible que les particules parentales 
irradiées. La population se compose donc, d’une part des parti- 
cules parentales qui ont un faible pouvoir de multiplication mais 
un grand pouvoir de recombinaison et, d’autre part, des parti- 
cules nouvellement formées qui présentent les caractéristiques 
inverses. 

Le paramétre, qui, dans le schéma de Visconti et Delbriick, 
est défini comme le nombre moyen de conjugaisons subies au 
cours de son histoire par chaque particule de la descendance, 
perd sa signification dans ce systeme hétérogéne et devrait ¢tre 
remplacé par une fonction plus complexe, qui rendrait compte 
des différents facteurs de cette hétérogénéité. 

Le rayonnement modifie donc considérablement les caractéris- 
tiques apparentes de la recombinaison. Il est cependant douteux 
quil en modifie le mécanisme méme. On peut méme se demander 
si la lésion produite par le rayonnement qui, en quelque sorte, 
sépare et distingue la multiplication de Ja recombinaison ne 
permettrait pas de mieux analyser celle-ci. Quoi qu'il en soit, une 
analyse du mécanisme de la recombinaison chez les bactériophages 
irradiés doit étre compatible avec un modéle rendant compte de 
la recombinaison des bactériophages en général. 

Les différents modéles ayant pour but une représentation de 
l’événement-recombinaison chez les bactériophages peuvent, en 
derniére analyse, se réduire a deux types principaux qui ont déja 
été exposés par Hershey et Rotman dans leur étude génétique 
du bactériophage T2 [7]. Le premier iassimile |’événement-recom- 
binaison a un crossing-over. Sous sa forme la plus simple, ce 
modéle implique, d’une part la disparition des particules paren- 
fales qui prennent part a ]’événement-recombinaison et, d’autre 
part, la formation de deux recombinants réciproques. 

Le second modéle proposé déja par Sturtevant |7] et développé 
depuis par Levinthal [8] peut étre appelé recombinaison par 
répliques segmentaires. Il associe réplication et recombinaison, 
celle-ci se faisant non pas entre particules completes, mais par 
juxtaposition de répliques segmentaires complémentaires. Cette 
interprétation qui explique Ja formation des particules hétéro- 
zygotes rendrait compte, selon Levinthal, de la formation de tous 
les recombinants. Sous sa forme la plus simple, elle a pour consé- 
quence, dans un événement-recombinaison, la survie des deur 
iypes parentaux et la formation d'un seul recombinant (ou dun 
hétérozygote). 

Dans le mémoire précédent, il nous avait semblé que lVanalyse 
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génétique du bactériophage % et, en particulier, l’examen des 
productions individuelles de bactéries infectées avec deux types 
de bactériophages en proportions trés inégales excluaient la 
formation des deux types recombinants réciproques et semblaient 
peu compatibles avee la survie des deux types parentaux. 

Avant de discuter le modéle permettant le mieux de rendre 
compte de la recombinaison des bactériophages apres irradiation 
par de faibles doses de rayonnement U. V., il convient de rappeler 
les principaux faits mis en lumiére par les expériences et les 
conséquences qu’ils impliquent. 

1° L’efficacité de la recombinaison, dont témoigne l’accrois- 
sement du nombre d’événements-recombinaison, méme lorsqu’un 
seul des types parentaux a été irradié, implique que chaque 
rencontre entre particules a une probabilité accrue de donner lieu 
a une recombinaison efficace. 

2° La précocité de la recombinaison, dont témoignent la propor- 
tion des recombinants parmi les premieres particules infectieuses 
formées et la taille des clones de recombinants dans les produc- 
tions individuelles et par événement-recombinaison, implique que 
la probabilité pour une rencontre d’étre efficace est trés grande 
dés le début de la période latente. 

3° Dans un croisement entre types parentaux différant par trois 
caractéres, la taille des clones de recombinants doubles observés 
dans les productions individuelles et Vévolution du nombre des 
recombinants doubles en fonction de la dose dU. V. indiquent 
dune part que les recombinants doubles sont formés en un seul 
événement-recombinaison et, d’autre part, que les recombinants 
formés ne conservent pas le souvenir de la lésion initiale. 

4° La polarité introduite par Virradiation dun seul parent 
montre que Virradiation détruit la symétrie entre particules paren- 
tales, le parent irradié se comportant comme un « donateur » de 
seements, en particulier de segments médians. 

5° L’existence, dans les productions individuelles de bactéries 
infectées avec plusieurs particules d'un type parental intact et 
une seule particule du type minoritaire irradié, de plusieurs clones 
de recombinants et la distribution des marqueurs du parent 
minoritaire parmi ces clones sont en faveur de la survie du parent 
minoritaire, Dans un croisement ot c’est le type parental majori- 
aire quia été irradié, la présence, dans presque toutes les 
productions individuelles, de clones importants du type parental 
minoritaire est également, étant données a la fois Vefficacité et 
la précocité des événements-recombinaison, en faveur de Vhypo- 
these de la survie du type parental minoritaire. 

I] semble extrémement difficile, méme au prix d’hypothéses 
complexes, qu'un modéle comportant un crossing-over entre bacté- 
riophages puisse remplir les conditions qui viennent d’étre expri- 
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mées. Le modéle des répliques segmentaires, au contraire, semble, 
sans trop de difficultés, pouvoir les satisfaire. 

Supposons, avec Levinthal [8], que les phages se multiplient 
par formation de répliques. Un recombinant sera produit lors- 
qu'une réplique segmentaire formée sur l’un des parents sera 
complétée par une réplique segmentaire complémentaire formée 
sur l'autre parent. Ces répliques pourraient commencer a un 
endroit queleonque le long d’un « chromosome », car leur début 
en bout de chaine aurait pour conséquence une interférence 
positive compléte, ce qui est contraire aux résultats de Bresch [91, 
a ceux de Kaiser [8] et aux notres, qui indiquent qu’une certaine 
fraction des recombinants doubles, non négligeable dans le cas 
de Tl comme dans le cas de 4, sont formés en un événement. 

Avec les bactériophages non irradiés, une réplique, une fois 
commencée, progresse assez rapidement a la facon d’une « ferme- 
ture éclair » suivant l’expression de Sturtevant [7]. La probabilité 
pour une particule donnée sera beaucoup plus grande de faire une 
réplique compléte plutot qu'une réplique segmentaire qui, a la 
faveur d’une rencontre, sera continuée par une réplique complé- 
mentaire formée sur une autre particule. La recombinaison est 
done un événement relativement rare et augmente en fonction du 
temps. 

L’effet du rayonnement ultraviolet aux doses utilisées dans nos 
expériences (qui laissent plus de 50 p. 100 de survivants) serait 
de produire au hasard des lésions qui, d’une part, pourraient 
initier la formation des répliques et, d’autre part, ralentiraient 
leur progression au niveau méme de la lésion. Ainsi se trouverait 
augmentée la durée moyenne de vie des répliques segmentaires et 
partant, leur probabilité d’étre complétées sur des particules non 
homologues. Ceci permettrait d’expliquer a la fois Vefficacité et 
la précocité de la recombinaison et aussi, lorsqu’un seul type 
parental a été irradié, la polarité. La présence de plusieurs clones 
de recombinants dans les productions individuelles, lorsque seul 
le parent minoritaire a été irradié, pourrait s’interpréter par la 
formation, sur ce parent minoritaire, de deux ou trois répliques 
successives, ce qui rendrait compte également des types de clones 
recombinants que l’on trouve dans de telles productions. 

C’est une interprétation du méme ordre que Bresch a adoptée 
pour rendre compte des résultats obtenus dans l'étude génétique 
du bactériophage virulent Tl, qui, comme le bactériophage tem- 
péré 2, ne présente qu’un petit nombre de cycles de conju- 
gaison [9]. C’est également le modéle qui permet le mieux 
d’interpréter les cas de réactivation, par recombinaison génétique, 
de loci provenant de particules inactivées par le rayonnement 
ultraviolet [40, 44] ou par la désintégration d’atomes de phos- 
phore P*? [42]. Une différence existe cependant entre les résultats 
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de Doermann [414] et les nétres. Doermann a trouvé une distri- 
bution clonale des marqueurs du parent minoritaire, alors que, 
dans nos expériences, la distribution de ces marqueurs est peu 
différente de la distribution observée en l’absence de toute irra- 
diation, Cette différence peut aisément étre expliquée par la 
différence entre les doses employées et aussi par la vraisemblable 
différence de l’importance du « réservoir » (pool) de particules 
végétatives, chez T4 d’une part, et chez 4 d’autre part. 

Un dernier point mérite d’étre souligné. Le phénoméne décrit 
sous le nom de « réactivation par multiplicité » chez les phages 
pairs de la série T [43] ne s’observe pas ou peu avec le bactério- 
phage 2. Il peut, a premiére vue, paraitre surprenant qu’un 
bactériophage chez lequel Virradiation accroit Vefficacité de 
recombinaison de facon aussi marquée ne manifeste pas de réacti- 
vation par multiplicité. Pour expliquer cette situation paradoxale 
en apparence, il faudrait admettre, soit que la réactivation par 
multiplicité ressorte d’un mécanisme « physiologique » et non pas 
génétique, comme il a été suggéré par Dulbecco [44], soit que les 
lésions provoquées par le rayonnement U. V., qui, chez les phages 
virulents, sont restaurables par multiplicité, puissent, dans le cas 
de a, étre restaurées par les bactéries elles-mémes. 

I] convient de rappeler que, pour interpréter la « réactivation 
par multiplicité », Luria [45] avait émis Vhypothése des unités 
génétiques indépendantes. Le modéle des répliques segmentaires 
conserve la possibilité d’une réactivation d’unités génétiques [44] 
tout en assurant le maintien de groupes de liaison entre caractéres, 
maintien que le modéle du crossing-over avait pour but d’expli- 
quer. 

Conclusions. 


1° La fréquence de recombinaison entre des bactériophages 4 
qui différent par deux caractéres au moins est accrue par l’expo- 
sition & de faibles doses de rayonnement ultraviolet, soit des 
bactériophages eux-mémes, soit des complexes phages-bactéries. 
L’irradiation des bactéries seules ne modifie pas la fréquence de 
recombinaison. 

2° Pour une paire donnée de caractéres, la fréquence de recom- 
binaison augmente linéairement avec la dose. La pente de la 
droite est d’autant plus forte que les caractéres étudiés sont 
moins liés. Une saturation est atteinte pour des doses qui laissent 
de 30 a 40 p. 100 des bactériophages libres survivants. 

3° L’effet du rayonnement U. V. est presque totalement photo- 
restaurable au début de la période latente. Cette photorestaura- 
bilité décroit rapidement en fonction du temps. 

4° Le rayonnement ultraviolet accroit a la fois la précocité et 
lefficacité de la recombinaison. 
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5° Dans les croisements entre bactériophages % différant par 
trois caractéres, une fraction non négligeable des recombinants 
doubles est formée en un événement. Aprés exposition au rayon- 
nement U. V., c’est la grande majorité des recombinants doubles 
qui sont formés en un seul événement précoce. 

6° Dans des croisements mettant en jeu des bactériophages 
différant par trois caractéres, Virradiation de lun des types 
parentaux introduit une polarité dans le croisement. Le recombi- 
nant double possédant le caractére médian du type parental irradié 
est formé beaucoup plus fréquemment que le recombinant double 
du type opposé. 

7° Les différents résultats exposés dans ce travail peuvent étre 
interprétés selon le modéle des répliques segmentaires (partial 
replicas). 

al 
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LA LYOPHILISATION DES LEVURES 


PREMIERE PARTIE 


par L. GUIBERT et P. BRECHOT (’). 


avec la collaboration technique 
de L. BENICHOU, Mlle M. POTART et R. POIRIER. 


(Institut Pasteur. 
Service des Vaccins et Service des Fermentations) 


La faible survie observée dans le passé par quelques auteurs, 
au cours d’essais de dessiccation de levures apres congélation, 
encourageait peu a utiliser la technique dite de « lyophilisa- 
tion » [4] dans un but industriel de conservation des levures. 

Par contre nous savions qu’une conservation remarquable 
des caractéres antigéniques des bactéries était possible et que 
la technique de lyophilisation était couramment utilisée pour 
conserver les souches de nombreux germes pathogenes. Il nous 
a done paru utile de reprendre l’étude de la lyophilisation des 
levures et, en particulier, l’étude des modalités techniques de la 
lyophilisation permettant d’obtenir la plus haute survie, la conser- 
vation des pouvoirs fermentaires et de reproduction des levures 
du genre Saccharomyces devant étre d’autant meilleure, nous sem- 
hlait-l, que le taux de survie apres lyophilisation était plus élevé. 

Les modalités techniques de la lyophilisation sont multiples. 
Pour avow une idée de cette diversité, il suffit de passer en revue 
quelques-uns des appareillages de lyophilisation proposés par 
les constructeurs. Dans tel appareil, la congélation est obtenue 
par évaporation sous vide de la suspension que lon se propose 
de dessécher. Dans te] autre, la congélation se fait par projection 
de jets d’alcool éthylique & — 40° sur les flacons entrainés dans 
un mouvement de rotation sur leur axe, ce mouvement de rota- 
tion permettant de fixer la suspension congelée sur les parois du 
récipient. D’autres auteurs congélent 4 — 76°; d’autres encore 
utilisent Pair liquide et congélent aux environs de — 150°. Au 
cours de la dessiccation proprement dite, suivant le type d’appa- 
reil, le piégeage de l’eau se fait soit en utilisant divers corps 
avides @eau, soit A aide d’une paroi froide, 4 — 70° environ. 
Suivant le type d’appareil encore, le vide obtenu est de l’ordre 


(*) Manuscrit recu le 1° février 1955. 
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du 1/10 de millimetre de mercure ou bien du 1/100; le réchauf- 
fement de la paroi du flacon contenant la suspension congelée 
pourra se faire soit dans l’atmosphére ambiante, soit a Vaide de 
résistances chauffantes, etc. 

Les mémoires de Wickerham et de ses collaborateurs |2, 3] ont 
montré qu’il était possible de conserver au laboratoire par ce 
procédé, pendant plusieurs années, des souches de levures appar- 
tenant a de nombreux genres (Debariomyces, Pichia, Saccharo- 
myces, Saecharomycodes, eté)in Gés auteurs desséchaient une 
suspension de levures dans du sérum de cheval, celui-ci étant 
utilisé pour son pouvoir protecteur. La congélation préliminaire 
de la suspension, répartie dans des tubes a essais, se faisait aux 
environs de — 50° C ; les tubes a essais étaient ensuite maintenus 
dans un bain a la température de — 5° & — 6° C (bain de carbo- 
glace dans le « méthylcellosolve »), pendant le temps de dessic- 
cation sous vide. Le piége a eau utilisé pendant la sublimation 
était soit une colonne de sulfate de calcium anhydre, soit une 
parol froide, la source froide étant constituée par le mélange 
alcool-carboglace. Pour ces auteurs, il importait seulement de 
conserver quelques éléments cellulaires vivants, permettant un 
nouveau départ de culture, aprés plusieurs mois. 

Par ailleurs, L. Atkin, W. Moses et P. Gray {4}, utilisant la 
lechnigue de lyophilisation des auteurs précédents, constatent le 
faible taux de survie de la levure de brasserie. Ils sont amenés 
i émettre Phypothése d'une sélection produite au cours de la 
lyophibsation et constatent que les individus survivants ont des 
besoins en facteurs de croissance modifiés en ce qui concerne 
acide pantothénique, l’inositol, les vitamines B, et B, et la 
biotine. En conclusion, ces auteurs font des réserves sur l’intérét 
de la lyophilisation utilisée dans un but de conservation des 
souches. Au cours de leur étude, Atkin et ses collaborateurs 
signalent qu’ils ont obtenu de trés faibles taux de survie (1 sur 
5 000). On est en droit de penser qu’une amélioration importante 
du taux de survie permettrait de maintenir les caractéres physio- 
logiques de la souche, caracteres qui subsisteraient d’autant 
mieux, apres la lyophilisation, que ce taux de survie serait plus 
élevé. 

Dans ce travail nous étudierons les facteurs qui interviennent 
au cours des différents temps de la lyophilisation et nous serons 
amenés a choisir les modalités techniques qui nous semblent les 
plus favorables 4 la survie des levures. 


INTRODUCTION. 


Au cours de ce travail nous avons utilisé diverses modalités 
techniques pour effectuer la lyophilisation. En particulier pour 
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les études : du role de la décompression préalable, de la cinétique 
de la congélation, de la durée du temps de dessiccation, nous 
avons procédé de la fagon suivante. a 

Nous utilisons une culture de 4 jours, en milieu peptone, 
faiblement aéré, ce qui permet une fermentation alcoolique rela- 
tivement importante. 

Le pH du milieu est voisin de 5,5. 

Les cellules de levures sont séparées par centrifugation et 
remises en suspension dans la quantité suffisante de liquide sur- 
nageant qui permet d’obtenir une concentration de 4 & 6 milliards 
de cellules par centimétre cube. 80 cm* de suspension sont répartis 
dans des flacons de 1,500 1 et un vide partiel est réalisé a l’inté- 
rieur des flacons. Ceux-ci sont ensuite maintenus horizontalement 
et entrainés dans un mouvement de rotation sur leur axe, leur 
paroi latérale étant immergée dans un bain a — 33°. Cette 
manceuvre a pour but de fixer sur la paroi du flacon un film 
de suspension congelée de 1 mm a 1,5 mm d’épaisseur. 

La congélation sous vide partie] étant obtenue, les flacons sont 
immédiatement fixés sur les tétines du lyophiliseur. Pour déter- 
miner le taux de survie, nous avons utilisé la méthode classique 
de numération sur plaque de milieu gélatiné en boite de 
Petri [5, 6). 

Dans la premiére partie de cette étude, comme nous le précisons 
plus loin, nous avons comparé les valeurs relatives des taux de 
survie. 


I. — INFLUENCE DU TEMPS ET DES CONDITIONS DE LA REHYDRATATION 
DES LEVURES SUR LE TAUX DE SURVIE. 
SIGNIFICATION DES TAUX DE SURVIE INDIQUES DANS CETTE ETUDE. 


Nous allons montrer Vinfluence du temps de la réhydra- 
tation sur le taux de survie évalué en milieu gélatiné. Dans 
un flacon contenant la levure desséchée nous ajoutons la quantité 
d’eau distillée permettant de reconstituer le volume initial de Ja 
suspension de levures qui a été lyophilisée. Aprés 10 minutes, 
puis de 2 heures en 2 heures, nous ensemencons 4 séries de 
hanes de mott de biére gélatiné non houbloné, avec 1 cm® des 
dilutions en soluti iologi a 11054 : 
10—*, 10-7 nis euteeitie Bano, rie deh ene 

; ; y : ; pension de 
levures, Les boites sont placées dans une étuve A 22° et les 
colonies sont comptées aprés 5 jours. Les chiffres qui nous ont 
permis d’établir le tableau I représentent les moyennes de trois 
boites. Ils doivent étre considérés dans leurs rapports entre eux 
et non comme ayant une valeur absolue exprimant le taux de 
survie, la levure desséchée que nous avons utilisée datant de 


3 mois et l’ensemencement de la levure fraiche dans le méme 
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moment et les mémes conditions n’ayant évidemment pu étre fait. 

Dans son étude sur la lyophilisation [7] Fry rappelle que, 
lorsqu’on fait une estimation de la survie, il faut tenir compte 
de la présence des amas de cellules qui peuvent causer des erreurs 
d’interprétation des résultats obtenus. Dans la présente étude nous 
avons vérifié que la dispersion des cellules était bien identique 
apres quelques minutes et aprés plusieurs heures de réhydratation. 
Fry signale également, a propos de la vitalité des organismes 
survivants, que ceux-ci doivent donner, lorsque la lyophilisation 

s’est effectuée dans des conditions satisfaisantes, des colonies 
aussi grandes et se développant aussi vite que les colonies des 
levures fraiches non desséchées. En conclusion de son étude, il 
signale que si, le plus souvent, il y a un parallélisme entre la 
survie aussitot aprés la dessiccation et la survie aprés une longue 
conservation a l’état desséché, il n’en est pas toujours ainsi. C’est 
pour éviter une telle cause d’erreur d’interprétation que nous 
avons utilisé pour notre étude des levures desséchées depuis 
3 mois. 

Tasieav I. 


n® 4} ne 5 n° 7 n® 10 {n® 11 
Seheaeetation 
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Nous sommes partis de concentrations de levure différentes et avons effectué 3, 
4, 6 et 7 ensemencements, pour chacun des échantillons de levures lyophilisés 
numérotés de 1 4 11. Malgré les chiffres aberrants, on peut suivre nettement effet 
de la prolongation du temps de réhydratation. 


Le tableau I montre : 

1° L’influence du temps de la réhydratation sur le taux de 
survie évalué en milieu gélatiné ; 

2° Que si on remet la levure desséchée en suspension dans 
le milieu initial pendant moins de 10 minutes, elle n’est pas 
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suffisamment réhydratée pour pouvoir donner des colonies sur 
motit de biére gélatiné. 

3° Que le mout de biére gélatiné a 12 p. 100, milieu de culture 
solide électif des levures, ne permet pas de réhydrater des levures 
desséchées. 

4° Que les chiffres nous permettant d’évaluer la survie sont 
maximums aprés 8 heures de réhydratation et que les rapports 
de ces chiffres aprés 2 heures et 8 heures de réhydratation pour 
une méme suspension sont sensiblement les mémes (les flacons 1, 
2, 3 contiennent des fractions d’une méme suspension ; il en est de 
méme des flacons 4, 5, 6, 7 d’une part et 8, 9, 10, 11 d’autre part). 

Cette influence du temps de la réhydratation et du milieu dans 
lequel s’effectue la réhydratation, sur le taux de survie des 
levures, permet peut-étre d’expliquer la divergence des résultats 
obtenus par les auteurs qui ont vérifié les taux de survie de divers 
microorganismes lyophilisés. En particulier, dans le cas du BCG 
lyophilisé, J. Bretey, van Deinse, M”* Sénéchal [8], R. Mande et 
A. Huet [9] ont montré que le taux de survie était de 100 p. 100; 
alors que R. Dubos [40] niavait trouvé que 1 p. 100000 sur les 
échantillons qu’il avait examinés, et M. Panisset et B. Marcil, en 
1953, que 9 p. 100 [44). Ces derniers auteurs font les dilutions, 
dans de la solution physiologique gélatinée & 5 p. 100, aprés 
4 minutes de contact seulement, semble-t-il, avec le milieu de 
Sauton au 1/4. 

Pour évaluer la survie des suspensions de levures lyophilisées, 
nous comptons simplement les colonies dans le milieu gélatiné 
ensemeucé avec les dilutions des suspensions. Les chiffres que 
nous obtenons peuvent étre considérés comme des valeurs rela- 
lives, que nous pouvons comparer, de la survie des levures dans 
les différentes suspensions. Ces valeurs relatives de la survie 
permettent de comparer les différentes techniques de lyophilisa- 
tion utilisées. En appliquant deux techniques de lyophilisation 
différentes a des fractions d'une méme suspension de levures, on 
obuient des chiffres, exprimant la survie comme nous venons de 
Vindiquer, tres différents, apres 2 heures de réhydratation. 
Lorsque nous comparerons deux techniques de lyophilisation, 
nous pourrons estimer que la meilleure des deux techniques est 
celle qui permet d’obtenir aprés 2 heures de réhydratation le 
nombre de colonies le plus élevé. 


Il. — INFLUENCE DE LA TEMPERATURE DE CONGELATION, 
DU SACCHAROSE ET DE L’ALCOOL 
SUR L ASPECT MICROSCOPIQUE DE LA SUSPENSION DE LEVURE CONGELEE. 


I] nous a semblé utile de pouvoir comparer les aspects des 
Suspensions de levures congelées a différentes températures et de 
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vérifier les modifications de ces aspects que pouvait entrainer 
Vadjonction de saccharose et d’alecool éthylique a la suspension 
des levures. 

Pour avoir des photomicrographies nettes des suspensions 
congelées, nous avons procédé de la facon suivante : 

Une petite goutte (1/50 a 1/100 de centimétre cube) obtenue 
avec une pipette a bout effilé est déposée sur une lame de verre 
et recouverte par une lamelle. La goutte doit étre suffisamment 
petite pour qu’étalée, les phénoménes de capillarité jouant, elle 
n’atteigne pas les bords de la lamelle. On a alors une couche 
monocellulaire de suspension de levures. On lute aussitdt a 
lamelle avec un corps gras. Lame et lamelle sont plongées dans 
le mélange alcool-carboglace amené a la température choisie, 
pendant 3 a 4 minutes ; temps suffisant pour que lame et suspen- 
sion sojent amenées a la température du bain. La lame est ensuite 
placée sur le réfrigérateur, lui-méme posé sur la platine du 
microscope. ‘Les parois du réfrigérateur peuvent étre portées A 
une température beaucoup plus basse que celle de la suspension 
congelée, aucune modification d’aspect ne se produisant quand 
on abaisse la température de la suspension congelée. Il n’y a 
done aucun inconvénient a déposer la lame supportant la suspen- 
sion congelée & — 20° sur la paroi du réfrigérateur amenée 
a — 75°; par contre on est iassuré de disposer de tout le temps 
nécessaire pour mettre au point l’image de la suspension congelée 
que Von veut photographier. 

Le réfrigérateur est constitué par une boite plate rectangulaire 
en culvre (feuille de 0,6 mm d’épaisseur) ayant comme dimensions 
extérieures 6,5 x 60 x 110 mm; un trou rond est percé au centre 
de chacune des deux grandes faces : le trou de la face supérieure, 
sur laquelle repose la lame que l’on veut examiner, a un diamétre 
de 2,5 mm; le trou de la face inférieure a un diamétre de 11 mm. 
Les deux trous sont réunis par une lame en cuivre qui limite un 
trone de cone par ott passent les rayons lumineux. Aux deux 
extrémiltés de la boite métallique sont soudés deux réservoirs 
(60 x 60 x 60) qui communiquent par l’intermédiaire du conduit 
plat constitué par la boite métallique. On remplit les réservoirs 
avec le mélange alcool-carboglace et il suffit de temps a autre, 
de mettre dans les réservoirs un morceau de carboglace pour 
maintenir la température du réfrigérateur a — 75°, — 80°. Le 
réfrigérateur est isolé de la platine par une feuille de matiére 
plastique de 5 mm d’épaisseur, afin d’éviter le refroidissement du 
microscope et le bloeage des engrenages Les photomicrographies 
en contraste de phase ont été obtenues par M. Manigault, en 
utilisant un oculaire x6 et objectif x 40. 

Les suspensions congelées ont été préparées dans les conditions 


sulvantes. 
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Nous utilisons comme milieu de suspension le liquide de culture 
de levure auquel nous ajoutons 10 g de saccharose pour 100 em*. 
Ce milieu contient également 2 a 3 p. 100 d’alcool produit par 
la levure cultivée en milieu faiblement aéré. Nous préparons 
4 lames qui sont plongées dans des bains d’alcool-carboglace 
maintenus a 182; 20°, 50°, — 72°. Les lames sont dépo- 
sées sur la face supérieure du réfrigérateur et photographiées 
en contraste de phase. Nous obtenons ainsi les images 1, 2, 3, 4. 

Une deuxiéme série d’images 5, 6, 7, 8 est obtenue en conge- 
lant A — 33° des suspensions en eau de touraillon peptonée conte- 
nant: (5) 10 p. 100 de saccharose et 2 a 3 p. 100 d’alcool : 
(6) 10 p. 100 de saccharose ; (7) 2 4 3 p. 100 d’alcool ; (8) ne 
contenant ni saccharose, ni alcool. 

W. Flosdorf [42] rappelle qu’il est inutile de porter une 
suspension de microorganismes a des températures extrémement 
basses pour obtenir une congélation rapide, la rapidité des trans- 
ferts calorifiques contrélant la rapidité du refroidissement et un 
équipement convenable permettant d’obtenir un refroidissement 
rapide d’une fagon plus économique que [utilisation des bains 
a — 78°. 

‘La rapidité de la congélation est fonction de deux facteurs : 
la température du bain réfrigérant, et la conductibilité thermique 
des parois de lenceinte contenant la suspension a congeler. 

Ces images montrent : 

1° Que plus la congélation de la suspension est rapide, plus 
nombreuses et petites sont les masses congelées que l’on peut 
observer. » 

2° Que les cellules des levures restent parfaitement elliptiques 
dans les suspensions congelées aux températures les plus basses, 
c’est-a-dire lorsque la congélation s'est effectuée dans le temps 
le plus court. Par contre, lorsque la congélation s’est effectuée 
plus lentement, en portant les lames dans un bain A — 18°, on 
observe des déformations nettes du contour des cellules. 

3° Que la présence de saccharose, substance considérée comme 
ayant un effet protecteur, et d’alcool, permet d’obtenir des masses 
congelées plus nombreuses et plus petites. 

4° Que la présence de 10 p. 100 de saccharose permet d’obtenir 
des masses congelées plus nombreuses et plus petites que celles 
que l’on obtient en ajoutant 2 4 3 p. 100 d’alcool éthylique a la 
suspension. 

Nous avons essayé de vérifier si les masses observées conte- 
naient des formations cristallines susceptibles de dévier la lumiére 
polarisée. Bien que l’extinction soit compléte, nous ne pouvons 
affirmer que les masses figurées ne contiennent aucune formation 
cristalline et quelles sont a I’¢lat amorphe. D’autre part, nous 
ne pouvons dire si les déformations des cellules sont dues A un 
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effet mécanique de compression ou aux phénomeénes d’osmose 
qui se produisent lorsque, aux températures d’eutexie, la glace 
se forme dans le milieu de la suspension et que la concentration 
de la solution saline non congelée, se trouvant au contact de la 
cellule, augmente progressivement avec !a formation de la glace. 
Une étude physique approfondie de ces phénoménes, qui sort du 
cadre de la présente étude, permettrait probablement de donner 
une interprétation plus précise des images que nous présentons. 

De toutes fagons nous verrons dans une étude ultérieure que 
les meilleurs taux de survie sont obtenus lorsqu’on congéle a des 
températures de l’ordre de 33° et dans des récipients ayant une 
bonne conductibilité thermique susceptible de permettre une vitesse 
de congélation relativement rapide. Il semble donc qu’il puisse 
y avoir un rapport entre l’aspect des suspensions congelées et 
la survie. 


III. — Vivrsse DES ECHANGES THERMIQUES A TRAVERS LES PAROIS 
DES FLACONS DE VERRE ET DES FLACONS METALLIQUES. 
INFLUENCE DE LA CONDUCTIBILITE: THERMIQUE DE LA PAROI 
SUR LA SURVIE. 


Nous avons mesuré a l'aide d’un couple thermo-électrique, les 
variations de température, en fonction du temps, de la_paroi 
interne d’un flacon en verre jaune de type courant, d’une capacité 
de 1,500 1, et les variations de température de la paroi interne 
d’un flacon en tdle d’acier galvanisé de 0,5 mm d’épaisseur, 
sensiblement de méme forme et de méme contenance, quand on 
plonge ces flacons dans un bain de carboglace porté a une tempé- 
rature donnée. Pour se rapprocher des conditions de congélation 
des suspensions de levures, ces flacons maintenus horizontalement 
étaient entrainés dans un mouvement semi-circulaire de va-el- 
vient. 

Nous avons réalisé le montage classique : double couple cuivre- 
constantan ; résistance convenable permettant d’obtenir la sensi- 
bilité maximum du galvanométre ; immersion de l’un des deux 
couples dans la glace fondante, le deuxiéme couple étant fixé sur 
la paroi interne du flacon (fixation avec du sparadrap et bon 
accolement contre la paroi obtenu avec une baguette mince en 
matiére plastique, faisant ressort). 

Nous avons fait de nombreuses mesures. Elles nous ont permis 
d’établir les courbes de la figure 1. Celles-ci nous montrent que 
les échanges thermiques se font avec une vitesse considérablement 
plus grande (au bout de 15 secondes dans le rapport 1 a 4 ou 5 
suivant la température du bain), a travers les parois de flacons 
métalliques qu’a travers les flacons de verre, ce qui n’est pas 
pour surprendre. 
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Nous avons mesuré les taux de survie d’une méme suspension 
de levure lyophilisée dans des flacons de verre et dans des flacons 
métalliques, les autres conditions de la lyophilisation étant iden- 
tiques : dépression précédant la congélation ; température et temps 
de congélation, etc. 1 

Le tableau If montre que la survie aprés 2 heures de réhydra- 
tation est nettement plus grande lorsque la lyophilisation s’est 
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effectuée dans les flacons métalliques, c’est-a-dire lorsque !a 
vilesse de la congélation est nettement augmentée. 


IV. — Evo.uTIon DE LA TEMPERATURE AU NIVEAU DE LA FACE INTERNE 
DU FILM CONGELE ET EVOLUTION DE LA PRESSION 
DANS LE FLACON AU COURS DE LA DESSICCATION (1). 


La température du film congelé est fonction : 

a) De la conductibilité thermique de la paroi du flacon et de 
la température de Vatmosphére ambiante ; 

b) De la vitesse avec laquelle s’effectue la sublimation de Veau 
congelée, qui est fonction inverse de la pression a l’intérieur du 
flacon. Cette pression est elle-méme fonction de la pression 
obtenue par la pompe dans la téte du lyophiliseur, pression qui 
ne doit pas descendre au-dessous de la pression de vapeur de 


(1) Nous adressons tous nos remerciements a M. le professeur Lainé, 
professeur au Conservatoire des Arts et Métiers, directeur de la Station 
Expérimentale du Froid, qui a bien voulu nous conseiller dans cette 
étude. 

Nous remercions également M. Pascaud, ingénieur A la Station Expé- 
rimentale du Froid, pour aide qu'il nous a apportée. 
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Yeau portée a la température de la paroi froide, sans quoi l’eau 
passe dans I’huile de la pompe. La température de la paroi froide 
constituée trés rapidement par la couche de glace qui s’est formée 
sur la paroi du récipient contenant le mélange carboglace-alcool 
sera fonction de l’épaisseur de cette couche de glace et du débit 
de vapeur venant se congeler sur la paroi, la congélation de cette 
vapeur entrainant une élévation de température de la paroi. 


TaBLeau II. 


NOwEL n° 2 
(congélation ds | (congélation ds 
un bain & — 33°)jun bain & — 33°) 


no 35 
(congélation ds 
un bain & = 23°) 


Flacon en verre 


Les chiffres indiqués représentent les nombres de colonies obtenues aprés ensemen- 
cement, dans des conditions identiques (concentration initiale, dilution), sur movt 
de biére gélatiné non houbloné. 

La survie est doublée lorsque la congélation s’effectue dans un bain a — 33°, 
augmentée de 50 p. 100 si l'on congéle a 23°. 


Rappelons qu’au dela d'une différence de Vordre de 20° entre 
la température de la paroi froide et celle du film congelé, il n’y 
a pas d’amélioration importante de la vitesse de la sublimation si 
lon abaisse, méme considérablement, la température de la paroi 
froide ; partant, il n’y a pas de modification trés importante de 
la température du film du fait de l’abaissement méme considérable 
de Ja température de la paroi froide. ‘La pression a l’intérieur 
du flacon sera fonction inverse du diameétre et de la longueur du 
tube reliant le flacon a la téte du lyophiliseur. L’ augmentation 
de Ja pression dans le flacon, par rapport a la pression dans la 
téte du lyophiliseur, sera d’autant plus grande que le conduit 
d’évacuation de la vapeur sublimée sera plus étroit et plus long. 

Nous avons effectué les mesures de température au niveau de 
la face interne du film congelé et les mesures de pression a |’inté- 
rieur du flacon ot s’effectue la dessiccation en procédant de la 


facon suivante. 


MESURE DE LA TEMPERATURE. — Les deux fils du couple thermo- 
électrique passent par un orifice de la téte du lyophiliseur et par 
la lumiére du tube reliant le flacon a la téte du lyophiliseur. Le 
couple est fixé sur la face interne du film congelé a VPaide de 
quelques gouttes de suspension de levures que l’on dépose avec 
une pipette sur le couple maintenu a l’aide d’une spatule, contre 
la face interne du film. Ces goultes sont congelées au contact 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 88, ne 6, 1955. 50 
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du film a — 33° et le couple est ainsi fixé sur la paroi interne 
du film (fig. 2). 

Le flacon est maintenu a la température de 33° dans un bain 
carboglace-alcool pendant tout le temps nécessaire pour fixer le 
couple. Le col du flacon est ensuite enfoncé dans la lumiére du 
tube en caoutchouc qui le relie a la téte du lyophiliseur. 


MESURE DE LA PRESSION. — Un tube de 0,5 mm de diamétre 
intérieur, dont une extrémité se trouve a l’intérieur du flacon, sort 
du tube reliant le flacon 4 la téte du lyophiliseur par un tube 
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métallique en T unissant les deux moitiés du tube en caoutchoue 
sectionné, qui relie le flacon a la téte du lyophiliseur. La pression 
dans la téte du lyophiliseur est mesurée avec un vacustat a mer- 
cure. La méme jauge permet ainsi de mesurer les pressions a 
Vintérieur du flacon et a Vintérieur de la téte du lyophiliseur : 
il est vraisemblable que la courbe que l’on pourrait obtenir avec 
un instrument de mesure permettant une lecture plus facile des 
pressions indiquées ne comporterait pas des angles aussi nets 
que ceux de notre courbe ; toutefois l’allure générale de la courbe 
que nous présentons est significative et il semble que l’on puisse 
interpréter les courbes de la figure 8 de la facon suivante : 
Pendant la 1° heure : variation de la température de — 33° 
(température de congélation) & — 23° en 6 minutes; la pression 
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a ’intérieur du flacon se maintient a 0,25 mm de Hg ; la pression 
dans la téte du lyophiliseur est de 0,025 mm de Hg. 

Entre 1 heure et 2 h. 1/4, la pression a l’intérieur du flacon 
tombe brusquement puis se maintient entre 1 h. 1/4 et 2h. 1/4; 
il semble que la chute de pression puisse correspondre a la 
dessiccation des couches superficielles et le plateau a la subli- 
mation des couches profondes, plus lente, les interstices séparant 
les agrégats de la couche superficielle ralentissant la sortie de 
la vapeur, d’ot la chute de pression dans le flacon. La tempé- 
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rature se maintient jusqu’aé 2 heures et ne va commencer a tomber 
qu’a 2 heures, précédant de peu la chute de pression. 

Entre 2 heures et 3 h. 1/2, pression et température sont des- 
cendues parallélement ; la quantité d’eau sublimée dans l’unité de 
‘temps va en diminuant: le film a perdu une grande partie de son 
eau et commence 4 isoler thermiquement le couple de la paroi 
du flacon, toutefois il reste suffisamment d’eau dans la suspension 
partiellement desséchée en contact avec le couple pour que !a 
sublimation de cette eau entraine un refroidissement |’emportant 
sur l’apport calorifique qui se fait 4 travers la paroi du flacon 
de. verre et le film partiellement desséché. L’abaissement de 
température se poursuit jusqu’a 5 h. 1/4. Puis la température 
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remonte pendant les 5 heures qui suivent pour atteindre la tempé- 
rature extérieure a laquelle elle se maintiendra. 

La quantité de vapeur d’eau sortant du flacon par unite de 
temps va diminuer progressivement et la pression 4 lintérieur du 
flacon devrait continuer a s’abaisser depuis 3 h. 1/2 pour tendre 
progressivement vers la pression a l’intérieur de la téte du lyophi- 
liseur. Or aprés 24 heures, cette pression restait égale a la 
pression observée aprés quelques heures de dessiccation. Nous 
navons pu déceler la microfuite qui, seule, semble pouvoir 
expliquer le maintien de cette différence de pression (le diamétre 
du tube métallique pénétrant a l’intérieur du flacon étant relati- 
vement trés petit). 

La légére chute de pression a Vintérieur de la téte du lyophi- 
liseur entre 8 heures et 9 h. 1/2 peut s’expliquer par l’abaissement 
de la température de la glace qui s’est fixée sur la paroi froide 
du piége lorsque l’apport thermique dt a la congélation de la 
vapeur sublimée diminue, la dessiccation étant en voie d’achéve- 
ment. Ia pompe dont nous disposons, en tenant compte des micro- 
fuites que nous n’avons pu supprimer, nous permet d’obtenir une 
pression de l’ordre de 0,01 mm de mercure a l’intérieur de !a 
téte du lyophiliseur, pression qui reste constante 4 partir de 
9 h. 30. De O heure a 9 h. 30 la pression indiquée correspond 
a la tension de vapeur de Veau congelée sur la paroi froide. 
Jusqu’ds 8 heures cette tension de vapeur qui est de lordre de 
0,025 mm de mercure correspond 4 une température de l’ordre 
de 50° de Ja paroi froide. Lorsque la dessiccation est en voile 
d’achévement, |’apport thermique dd 4 la congélation de la vapeur 
allant en diminuant, la température de la couche de glace va 
tendre vers la température de la source froide constituée par le 
mélange carboglace-alcool. La tension de vapeur tendra de ce 
fait vers 0,0005 mm de mercure et la pression A V’intérieur de la 
téte du lyophiliseur indiquera les possibilités de la pompe compte 
tenu des microfuites. 

Par contre, la pression indiquée a lintérieur du flacon ne 
correspond a Ja tension de vapeur au niveau de la face interne du 
film congelé que pendant la 1° heure. La perte de charge aprés 
1 heure est due au freinage de la vapeur qui doit traverser la 
pellicule desséchée superficielle, et nous ne pouvons avoir d’indi- 
cation sur la température a laquelle la sublimation se produit que 
pendant la 1° heure. Cette température est de l’ordre de — 33°, 


V.-— INFLUENCE DE LA DECOMPRESSION PREALABLE SUR LA SURVIE 
DES LEVURES LYOPHILISEES. 


Nous avons constaté qu’en faisant un vide partiel (10 a 15 cm 
de mercure) dans les flacons contenant la suspension de levures 
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et en congelant celle-ci sous ce vide partiel, la survie de la levure 
ly ophilisée réhydratée pendant 2 heures était nettement améliorée. 

Le tableau III indique les survies obtenues avec et sans décom- 
pression préalable. 


Tarteau HI. — Influence de la décompression préalable sur la survie. 
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Les chiffres indiqués représentent les nombres de colonies obtenues aprés ensemen- 
cement, dans des conditions identiques (concentration initiale, dilution), sur movt 
de biére gélatiné non houbloné. 


Le départ de la fermentation étant trés rapide, il semble que 
l’on puisse expliquer le réle de la décompression préalable par 
l’élimination des gaz et en particulier du gaz carbonique suscep- 
tible de modifier les phénoménes de congélation, soit du fait de 
sa seule présence, soit en diminuant la conductibilité thermique 
de la suspension, et en favorisant ainsi la formation de masses 
congelées plus volumineuses. 


Discussion. 


B. Stille 13}, en conclusion de ses recherches sur la mort par 
le froid des microorganismes, remarque : 

Oue la congélation lente et la décongélation rapide donnent 
la plus forte mortalité, tandis que la congélation rapide et !a 
décongélation lente donnent la mortalité Le plus faible ; 

Que Ja mortalité se produit sensiblement plus vite a — 4° qu’a 

— 15° et 4 — 24°, autrement dit plus basse est la température 
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jusqu’a — 24°, plus lentement meurent les microorganismes, et 
qu’au dela de — 24° on peut atteindre — 193° sans accroissement 
de la mortalité. 

Etudiant divers autres facteurs pouvant avoir une influence sur 
la mortalité, il remarque que la sensibilité au froid du bacille 
pyocyanique peut étre fortement augmentee lorsqu’il est mis en 
suspension dans des solutions hypertoniques. ; 

T. Nei et T. Ogawa [44], aprés avoir étudié la survie, le pouvoir 
fermentaire et l’activité enzymatique de Sacch. cerevisiae néces- 
sairement réchauffées aprés avoir été congelées 4 de basses tempé- 
ratures, observent que, plus rapide est la congélation, plus grands 
sont les dommages causés a la cellule. T. Nei ne se référe pas 
aux travaux de B. Stille. 

Avant d’aborder les conclusions des auteurs qui ont étudié 
l’influence de la vitesse de la congélation sur la survie des micro- 
organismes desséchés aprés congélation, remarquons a propos 
des conclusions des deux auteurs que nous venons de citer : 

Que B. Stille, qui a étudié l’action du froid sur Sacch. cerevisiae, 
est en désaccord avec T. Nei sur le réle de la vitesse du refroi- 
dissement ; 

Oue les effets du réchauffement des microorganismes desséchés 
sont vraisemblablement trés différents de ceux que l’on peut 
observer en l’absence de dessiccation a l’état congelé ; 

Qu’au moins en ce qui concerne les effets des congélations 
lentes, les observations de T. Nei semblent s’opposer a celles 
des auteurs dont nous allons rappeler les conclusions. 

A. U. Smith [45] signale que beaucoup d’organismes et de 
composés biochimiques ne subissent pas d’altération par la congé- 
lation si allure du refroidissement est rapide ou ultra-rapide et 
la température de conservation basse, que les enzymes gardent 
leur activité et quils peuvent méme montrer une activité accrue 
aprés congélation rapide a de trés basses températures. L’ auteur 
signale également qu’un autre avantage du refroidissement rapide 
est qu’aprés la séparation de la glace, les protéides et lipopro- 
téides subissent pendant un temps moins long l’action des solu- 
lions salines concentrées qui n’ont pas atteint leur température 
eutectique ; et évoquant la sensibilité d’un grand nombre de 
cellules au choc thermique, précise que les conditions optima de 
refroidissement qui préservent la viabilité des cellules dépendaut 
de facteurs qui s’opposent, la production du choc thermique doit 
etre évitée, sans toutefois refroidir trop lentement, ce qui prolon- 
gerait l’action nocive des solutions salines concentrées, lors de 
la séparation de la glace, ou permettrait la coagulation et la perte 
de solubilité des substances colloidales et toute autre forme de 
désorganisation cellulaire. 


R. I. N. Greaves [46] estime que d’un point de vue théorique 
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la dessiccation devrait toujours se faire au-dessous du point 
d’eutexie le plus bas de la solution que l’on lyophilise. En fait 
il est rarement possible de procéder A la dessiccation dans ces 
conditions et les résultats que l’on obtient sans qu’elles soient 
réalisées sont assez satisfaisants pour qu’aucune des méthodes 
d’investigation dont nous disposons actuellement permette de 
déceler une dénaturation pouvant se produire au cours de !a 
dessiccation, A ce propos il évoque le phénoméne curieux appelé 
« puffing » par Flosdorff: lorsque certaines solutions sont 
congelées au-dessus du point d’eutexie le plus bas, elles 
paraissent solidifiées, mais la présence d’une portion non 
congelée devient évidente lorsque le bloc congelé est placé dans 
le vide et qu’a sa surface apparaissent des « bulles ». La pré- 
sence d’une phase liquide dans la premiére pénicilline brute 
congelée 4 — 20° pouvait étre démontré en renversant le flacon ; 
un liquide huileux se séparait alors lentement du solide congelé ct 
coulaif. dans le goulot. C’est par l’étude de la résistivité du bloc 
congelé, qui devient infime quand la congélation est complete, 
que l’on peut déterminer la température d’eutexie la plus basse. 

R. M. Fry [7] rappelle que nous ne savons rien de l'action 
protectrice des colloides, sinon que quelques-uns protégent mieux 
que d’autres. L’action des substances cristallines est également 
obscure et fait poser la question de la détermination de la quan- 
tité d’eau résiduelle qui permet 4 un organisme de survivre a la 
dessiccation. Nous ne savons ‘pas quel est l’optimum d’eau rési- 
duelle, ni sil est le méme pour tous les organismes. C’est ce qui 
expliquerait que certains résistent a la dessiccation et que 
d’autres n’y résistent pas. 

Ces conclusions montrent que l’action du froid sur les micro- 
organismes est encore mal connue, malgré le nombre et |’impor- 
tance des études qui en ont été faites ; les travaux les plus anciens 
ayant trait au « choc thermique », évoqués par B. Stille [43], 
sont ceux de Miller-Thurgau et ont été pubhés en 1880. 

A. U. Smith [15] remarque que les conditions optima de refroi- 
dissement qui préservent la viabilité des cellules dépendent de 
facteurs qui s’opposent. Au cours de notre étude, nous avons été 
amenés a déterminer ces conditions de refroidissement en fonc- 
tion de l’appareillage de dessiccation sous vide dont nous dispo- 
sions. Cet appareillage nous permettait de maintenir le film 
congelé, pendant la dessiccation, a — 23°. Utilisant, pour 
congeler la suspension des levures, une source froide 4 — 38°, 
nous avons amélioré la survie en utilisant des flacons métalliques 
qui nous permettaient d’augmenter la vitesse de la congélation. 
Il est vraisemblable que ces températures sont plus élevées que 
la température d’eutexie la plus basse du milieu de suspension 
ou du protoplasme cellulaire. Une étude ultérieure nous permetira 
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de voir s’il est possible d’améliorer encore la survie, en main- 
tenant, avec un appareillage approprié, la température du film 
congelé pendant la dessiccation trés au-dessous de — 20° et en 
augmentant encore la vitesse de congélation en utilisant une 
source froide maintenue 4 une température trés au-dessous de 
— 33°. 

Il semble que l’on puisse dégager de cette discussion la notion 
suivante : les conditions de la lyophilisation de suspensions de 
microorganismes sont variables suivant les microorganismes 
que l’on veut lyophiliser. Les mesures que nous avons faites au 
cours de cette étude ont pour but de déterminer les conditions 
de la lyophilisation de Sacch. cerevisiae permettant d’obtenir 'e 
meilleur taux de survie. Nous avons été amenés a vérifier l’effet, 
sur la survie, de la vitesse de la congélation qui est fonction de 
la température du bain dans lequel on plonge le récipient conte- 
nant la suspension et de la conductivité thermique des parois du 
récipient. Dans une étude ultérieure nous vérifierons influence 
de la température du bain sur la survie, une augmentation de la 
vitesse de la congélation pouvant augmenter la survie et des tem- 
pératures trop basses étant susceptibles de la diminuer. Nous 
avons mesuré la pression a l’intérieur du flacon oti la dessiceation 
s’effectue, la pression au niveau de la paroi froide du lyophi- 
liseur et la température du film congelé au cours de la dessicca- 
tion. La pression a l’intérieur du flacon est lun des facteurs 
dont dépend la température du film congelé, les autres facteurs 
étant la température ambiante, la conductivité thermique de Ja 
paroi du flacon et éventuellement de son enveloppe protectrice 
et enfin, facteur ayant une importance moindre lorsque l’écart 
de température entre le film congelé et la paroi froide dépasse 20°, 
la température de la paroi froide. 


CONCLUSIONS. 


1° Lorsqu’on ajoute une quantité convenable d’eau_ distillée 
permettant de reconstituer le milieu initial, a la poudre séche 
obtenue apres lyophilisation d’une suspension de levures de 
Pespece Sacch. cerevisiae, et qu'on ensemence du modt de biére 
gélatiné a 12 p. 100 avee cette suspension reconstituée, la multi- 
plication des cellules de levures ne peut se produire si l’on n’a 
pas laissé s’écouler un temps suffisamment long entre le moment 
ot. Pon a reconstitué le milieu initial par apport d’eau distillée 
et le moment ot! l’on ensemence le modt de biére gélatiné. U 
semble que l’on puisse parler du temps de réhydratation de la 
levure permettant d’obtenir une culture en milieu gélatiné et de 
Vinaptitude d’un tel milieu & permettre cette réhydratation, la 
gélatine intervenant soit comme un facteur de rétention de l’eau, 
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soit en perturbant les échanges qui permettent 4 la cellule de se 
multipher. 

La survie évaluée par le nombre des cellules qui se mul- 
liphent en donnant des colonies est tres faible ou nulle si l’on 
ensemence du mout de biére gélatiné a 12 p. 100 avec des levures 
réhydratées pendant moins de 10 minutes. Le nombre des cellules 
qui donnent des colonies se développant normalement lorsqu’on 
ensemence un tel milieu avec des levures lyophilisées est fone- 
tion du temps pendant lequel on les a réhydratées. Aprés 8 heures 
de réhydratation, le nombre des cellules qui se multiplient 
n’augmente plus. 

3° Deux heures de réhydratation suffisent si l’on veut comparer 
les survies de deux échantillons de levure lyophilisée, mais un 
temps de réhydratation de 6 4 8 h. est nécessaire si l’on veut 
obtenir des taux de survie ayant une valeur iabsolue, lorsque ces 
évaluations sont faites en ensemencant du mout de biére gélatiné 
a 12 p. 100 et lorsque la suspension de levure étudiée contient 
10 p. 100 de saccharose ajoutés avant la lyophilisation dans un 
but de protection. 

4° La congélation de suspensions de levure contenant 10 p. 100 
de saccharose & — 18° provoque la formation de masses conge- 
lées de dimensions considérablement plus grandes que celles des 
masses obtenues en congelant a des températures beaucoup plus 
basses telles que — 38°, — 50°, — 72°. Les déformations des 
cellules observées peuvent étre dues soit a l’effet mécanique de 
ces masses comprimant les cellules, soit aux phénoménes 
d’osmose susceptibles de se produire au cours d’un refroidis- 
sement lent; lorsque la température de la suspension atteint la 
zone des températures d’eutexie, la glace se forme et la concen- 
tration saline de la fraction non congelée du milieu de suspension 
augmentant, des déformations des cellules qui se déshydratent 
par osmose peuvent se produire. 

5° Une substance protectrice, comme le saccharose, favorise 
la formation de masses congelées de petite taille. 

6° La congélation dans des flacons métalliques permettant des 
échanges thermiques rapides et favorisant la formation de masses 
congelées de petite taille permet d’obtenir une survie plus élevée 
que la congélation dans des flacons de verre, les conditions de la 
dessiceation a état congelé étant identiques. 

° Une décompression lente en 30 minutes a 10 cm de mercure 
i flacons contenant la suspension de levure devant étre lyophi- 
lisée, la congélation étant effectuée sous ce vide partiel, permet 
d’obtenir une augmentation de la survie de la levure lyophilisée. 

8° Pour établir les conditions de la lyophilisation permettant 
d’obtenir la meilleure survie de la levure, il nous semble indis- 
pensable de controler les effets de divers facteurs susceptibles 
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d’influencer le taux de survie tels: température du bain dans 
lequel est plongé le récipient ot la congélation s’effectue, vitesse 
de la congélation qui est fonction de la température du bain et 
de la conductivité thermique des parois du récipient, température 
du film congelé au cours de la dessiccation et durée de la dessic- 
cation, pression au niveau de la paroi froide et pression dans 
le flacon ot la dessiccation s’effectue, cette pression étant |’un 
des facteurs dont dépend la température du film congelé. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1, 2, 3, 4. — Images de couches monocellulaires 
de suspensions de levure congelées 4 — 18°, — 33°, — 50°, — 72°. 


Fic. 5, 6, 7, 8. — Images de couches monocellulaires de suspensions de levure 
congelées 4 — 33°, le milieu de suspension contenant : 10 p. 100 de saccharose 


et 2.43 p. 100 d’alcool, 10 p. 100 de saccharose, 2 8 3 p. 100 d’alcool, ni 
saccharose ni alcool. 
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SUR L'INTERFERENCE, DANS LA MALADIE 
DE NEWCASTLE DE L’EMBRYON DE POULET, 
ENTRE LE VIRUS HOMOLOGUE 
PRESSE, CHAUFFE, FORMOLE 
ET LES LIQUIDES NORMAUX 


par P. ATANASIU, J. BASSET et I. ATANASIU (’) 


(Institut Pasteur. Service des Virus) 


Le phénoméne de l’interférence, dans les maladies a virus, 
consiste en une modification intracellulaire, probablement enzy- 
matique, produite par un premier virus qui rend incapable un 
deuxiéme virus inoculé virulent de se multiplier; il n’est pas 
spécifique. 

Dans un précédent travail [4], nous avons montré que les deux 
propriétés du virus de Neweastle, le pouvoir infectant et le pou- 
voir hémagglutinant, pouvaient étre différenciées par la soumis- 
sion du virus partiellement purifié 4 une haute pression conve- 
nablement choisie (4 4000 kg/cm?, le pouvoir infectant disparait 
et le pouvoir hémagglutinant, propriété lée a un enzyme, reste 
intact). 

Nous avons essayé les propriétés d’interférence de ce méme 
virus pressé en fonction du temps et par comparaison avec le 
virus chauffé ou formolé, en prenant pour témoins les liquides 
chorio-allantoidien et amniotique normaux d’ceufs de 13 jours [2]. 
Le phénoméne de l’interférence dans la maladie de Newcastle est 
décelé par la survie de l’embryon ou par la mise en évidence 
du virus dans les liquides, celui-ci ne pouvant pénétrer dans 
les cellules. Il a été recherché par F. B. Bang [8] chez 
VYembryon de poulet et la poule adulte. Chez l’embryon de 
poulet, le blocage est obtenu avec de fortes doses (0,5 4 1 mg 
de virus) d’une souche irradiée par Jes rayons ultra-violets. Chez 
le poulet, en inoculant une ssouche avirulente, on produit le 
blocage du virus virulent. Dans le premier cas, le blocage n’est 
pas total et la quantité du virus purifié employée est énorme. Dans 
le deuxiéme cas, il faut toujours employer une souche virulente ; 


(*) Manuscrit recu Je 1° mars 1955. 
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l’opération est donc toujours dangereuse du point de vue pra- 
tique. 

Nous nous proposons, dans ce travail, d’essayer de provoquer 
le phénomeéne d’interférence avec un virus partiellement purifié 
et pressé a 4000 kg /cm?. 

Le virus pressé interférent sera inoculé en quantités fixes. Le 
méme virus tué par chauffage ou par le formol servira de témoin, 
en méme temps que les liquides normaux. Le virus d’essai (virus 
de Newcastle vivant) sera inoculé en quantités minimes et tou- 
jours fixes (5 DL,,), mais a des intervalles différents. 


TECHNIQUES ET MATERIEL. 


VIRUS INTERFERENT. —— Nous avons employé la souche « Var »_ 
1949, dont les caractéristiques ont été étudiées antérieurement [4]. 
La DL,, de cette souche est de 10—** et le titre hémagglutinant 
varie entre 1/1 280 et 1/2560. Des ceufs de 10 jours sont inoculés 
avec une dilution 10—* du virus a la dose de 0,10 ml. On récolte 
les deux liquides chorio-allantoidien et amniotique entre la 32° et 
la 48° heure d’incubation a 36°. Pour cela, on place les ceufs 
a + 4° pendant 2 a 4 heures, puis on récolte les deux liquides 
qu’on centrifuge 4 1 400 g a froid pendant 10 minutes. Le liquide 
surnageant est recentrifugé pendant 60 minutes 4 27 000 g (ultra- 
centrifugeuse Spinco). Aprés cette deuxiéme centrifugation, le 
liquide surnageant est rejeté et le culot est concentré au 1/10 de 
son volume originel dans l’eau physiologique. La suspension de 
virus ainsi obtenue, répartie en plusieurs tubes de caoutchouc 
non vulcanisé (gomme latex) soigneusement fermés, est immédia- 
tement soumise a la pression de 4000 kg/cm? a 37° pendant 
30 minutes. 

Une autre partic du méme matériel est formolée a 0,5 p. 100 
48 heures au moins avant d’étre employée pour l’étude du phéno- 
méne d’interférence. 

Une troisiéme partie est inactivée par chauffage a 65° pendant 
30 minutes. 


TéMoins. — Des liquides normaux chorio-allantoidien et amnio- 
lique d’cufs de 13 jours d’incubation sont traités de la méme 
fagon, c’est-a-dire deux centrifugations, concentration au 1/10 et 
pression & 4000 kg/cm?. Le matériel ainsi préparé est inoculé 
a des cufs de 10 jours d’incubation par la voie chorio-allantoi- 
dienne & raison de 0,03 ml en une seule injection. 


Le virus D Essar. — Le contréle de l’interférence entre ces 
trois virus et des liquides normaux est réalisé avec un virus 
e] sf Aa \ 
d’essai, provenant de la méme souche, a la dose fixe de 5 Dies: 
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Nous n’avons fait varier que l’intervalle de temps séparant l’ino- 
culation du virus d’essai de celle du virus interférent (80 minutes, 
1 heure, 2 heures, 4 heures et 8 heures). 

Ces trois virus pressés, formolés et chauffés, ont été essayés 
du point de vue de leurs pouvoirs infectant et hémagglutinant 
(voir tableau I). Le virus formolé voit baisser son pouvoir hémag- 
glutinant et disparaitre complétement son pouvoir infectant. Le 
virus chauffé a 65° pendant 30 minutes perd ses pouvoirs infec- 
tant et hémagglutinant. Le virus pressé garde intact son pouvoir 
hémagglutinant et perd complétement son pouvoir infectant. 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX. 


Dans la premiére expérience, on inocule par la voie chorio- 
allantoidienne le virus pressé et le virus formolé, puis le virus 


re) 

(e) 
| 
° 


SURVIVANTS % 


Vhs la @) 4) 46 24 
HEURES 
Fic. 1, — Interférence par le virus de Newcastle « Var 1949 » inactivé par les 


hautes pressions, chez l’embryon de poulet. Chaque point correspond & une 
expérience sur 6 ou 10 sujets. La dose de virus d’épreuve homologue est cons- 
tante : 5 DL,,. 


d’essai (5 DL,,) 4 des intervalles de 30 minutes, 1 heure, 2 heures 
4 heures et 24 heures aprés les virus interférents. Sur 6 témoins 
inoculés avec 5 DL,,, pour cette expérience, un seul reste vivant. 
Pour le virus pressé, 2 embryons sont protégés en 30 minutes 
4 au bout de 1 heure, 2 au bout de 2 heures et 5 sur 6 au bout 
de 4 heures ; il n’y a aucune protection au bout de 24 heures. Le 
virus formolé protége 1 embryon sur 6 en 30 minutes, aucun 
au bout de 1 heure, 1 sur 6 au bout de 2 heures. 2 sur 
6 au bout de 4 heures et 2 sur 6 au bout de 24 heures. ‘Tl sem- 
blait, d’aprés cette expérience, que le maximum de protection 
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se situait au bout de 4 heures pour le virus pressé et que l’action 
du virus formolé était nulle. On répéte cette expérience (expé- 
rience II) en inoculant le méme matériel aux mémes_ inter- 
valles. Cette deuxiéme expérience montre que le maximum de 
protection est obtenu en 4 heures avec le virus pressé (5 embryons 
sur 6 sont protégés), tandis que dans le méme temps le virus 
formolé ne protége que 2 embryons sur 6. 

Dans une troisiéme expérience réalisée dans les mémes condi- 
tions et en ajoutant du virus chauffé a 65°, les résultats sont 
presque les mémes pour le virus pressé. La protection commence 
1 heure aprés Vinoculation du virus interférent pour atteindre 
un maximum en 4 heures (90 p. 100) et baisser au bout de 
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Fic. 2. — Interférence par le virus de Newcastle « Var 1949» inactivé par chauffage 


4 65° pendant trente minutes. Virus d’épreuve homologue : 5 DL,,. 


24 heures. Avec le virus formolé et pressé, on remarque une 
certaine protection au bout de 24 heures. 

Les expériences IV et V ont montré qu’au bout de 4 heures, le 
virus pressé a donné une protection de 70 p. 100 et qu’ensuite 
(expérience V) le taux de protection baisse (voir fig. 1). 

Pour le virus chauffé ou formolé (expérience faite sur un plus 
petit nombre d’ceufs) on constate |’intallation progressive de la 
protection jusqu’a la 24° heure (voir fig. 2 et 3). 

Les expériences V et VI montrent surtout l’action interféren- 
tielle des liquides normaux soumis aux mémes conditions de 
préparation et d’inoculation. Au bout de 2 et de 4 heures il y a 
une certaine protection (voir fig. 4). Cette action est plus sensible 
vers la 4° heure et baisse au bout de 24 heures. 

Les ceufs inoculés avec les liquides normaux survivant au 
17° jour sont sacrifiés. Leurs liquides mélangés sont inoculés 
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a des ceufs neufs de 10 jours d’incubation, qui meurent dans les 
48 heures de maladie de Newcastle (expériences V et VI). | 
Les liquides des ceufs ayant résisté a Vinoculation du virus 
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Fic. 3. — Interférence par le méme yirus inactivé par le formol 4 0,5 %. Virus 
d’épreuve homologue (5 DL,,). 
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Fic. 4. — Interférence par les liquides chorio-allantoidiens et ammiotiques nor- 


maux soumis 4 une pression de 4 000 kg/cm? pendant trente minutes. Virus 
d’épreuve Newcastle « Var 1949 » ( DL,,). 


d’essai faite au bout de 4 heures n’ont jamais donné la maladie 
(expériences IV et V). 


Discussion. 


Le phénoméne d’interférence peut étre réalisé avec un virus 
homologue inactivé par les hautes pressions. Son action est 
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fonction du moment auquel le virus d’épreuve est inoculé. Pour 
étude de ce phénoméne dans la maladie de Newcastle, une 
faible dose de virus d’épreuve est nécessaire (Bang [8]}). Le taux 
de protection obtenu avec le virus de Newcastle pressé est supé- 
rieur 4 celui obtenu avec le virus chauffé ou formolé. Dans ces 
expériences, réalisées dans les mémes conditions, on remarque 
que le virus pressé protége mieux contre le virus d’épreuve vers 
la 4° heure. 

Le virus inactivé par chauffage ou par le formol a une action 
interférentielle qui augmente lentement jusqu’a la 24° heure. Les 
liquides chorio-allantoidien et amniotique témoins, concentrés at 
pressés, ont également un pouvoir interférentiel, mais différent 
par son mécanisme d’action. Les ceufs inoculés avec les liquides 
normaux témoins et survivant au 17° jour contiennent le virus 
d’essai, ce qui n’est pas le cas de ceux inoculés avec le virus 
pressé. Il existe probablement dans les liquides normaux, des 
inhibiteurs qui, concentrés et soumis a des pressions de 
4 000 kg/cm?, peuvent encore jouer leur role a la surface des 
cellules endothéhales dans le sens de Vinhibition de J’interfé- 
rence. Leur action est faible, mais certaine. 

Comme pour celui de la grippe, le pouvoir enzymatique du 
virus de Neweastle est probablement responsable de |’adsorption 
et de Phémagglutination des hématies (Hirst [5]). Ce pouvoir n’est 
pas atteint par une pression de 4 000 kg/cm’. Gardant malgré 
ce traitement, son pouvoir de destruction du récepteur de la 
cellule, le virus pressé sera adsorbé par les cellules endothéliales 
aussi facilement que le virus d’essai, quoique dans la grippe cette 
destruction soit sans importance dans le phénoméne d’interfé- 
rence [6]. Pour une masse de 10* cellules chorio-allantoidiennes, 
la protection interférentielle optimum obtenue a l'aide du virus 
pressé se situe vers la 4° heure. Par contre, les liquides des 
embryons normaux de 13 jours, qui ne possédent ni propriété 
granulopexique [7], ni le pouvoir d’élaborer des anticorps 
(F. Burnet [8]), imoculés a des embryons de 10 jours, donneat 
le phénoméne d’interférence, mais a la surface des cellules, 
probablement grace a des inhibiteurs normaux [9, 40 et 44). 

Ce fait est un argument de plus permettant de penser que Je 
phénoméne d’interférence a leu dans la cellule méme, c’est- 
a-dire dans son équipement de multiplication [42, 13 et 6}. 


CONCLUSIONS. 


On peut obtenir un phénoméne de protection par interférence 
en traitant les cellules sensibles par un virus convenablement 
purifié et inactivé par les hautes pressions (4000 kg/cm’). La 
protection commence dans les 30 minutes qui suivent l’inoculation 
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et atteint son maximum vers la 4° heure. Le virus inactivé par te 
formol et le chauffage posséde une faible action interférentielle, 
qui augmente légérement vers la 24° heure. Il existe également 
une interférence due aux liquides normaux chorio-allantoidien 
et amniotique centrifugés, concentrés et pressés. Ce phénomene 
aurait lieu a la surface des cellules, puisqu’on retrouve le virus 
d’épreuve dans les liquides 7 jours aprés son inoculation. Ces 
faits donnent a penser que le phénoméne d’interférence a lieu au 


sein méme des cellules. 
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EVOLUTION VERS LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES 
DES GERMES !SOLES A PARIS 
CHEZ LES MALADES DE VILLE DE 1949 A 1954 


par G. TERRIAL et Y. CHABBERT (°*). 


(Laboratoire Bruneau et Laboratoire de l’Hépital Pasteur) 


L’augmentation d’année en année du pourcentage des souches 
résistantes a divers antibiotiques est un phénoméne bien connu. 
Trés t6t on s’est rendu compte que cette évolution ne se faisait 
pas de la méme maniére dans les milieux qui permettaient des 
contages nombreux et chez les malades isolés. Dés 1949, M. Barber 
et coll. [4] signalent l’augmentation en clinique hospitaliére des 
Staphylocoques producteurs de pénicillinase, tandis que Forbes ,2} 
montre que chez les malades isolés le taux reste faible (12 p. 100). 
Actuellement les pourcentages de ces Staphylocoques isolés dans 
les hdpitaux sont trés élevés. Dukes et coll. [8], Parmala [4], 
Rantz et coll. [5], Finland et coll. [6] les situent autour de 70 p. 100. 
Ils sont cependant susceptibles de régression lorsque des mesures 
d’hygiéne sont prises ou qu’un autre antibiotique est utilisé 
(Gerbeaux [7], Lepper et coll. [8]). Mais pour certains la diffé- 
rence subsiste toujours entre une population fermée et la popu- 
lation générale. Oswald et coll. [9], en 1954, obtiennent dans le 
personnel de ’U. S. Food and Drug Administration 72 p. 100 de 
Staphylocoques résistants, 50 p. 100 dans une prison et 17 p. 100 
seulement chez les sujets isolés. Ce dernier chiffre, trés voisin de 
celui obtenu en 1945, leur fait dire qu’ « il n’y a pas d’augmen- 
tation des Staphylocoques pénicillino-résistants dans la population 
générale des dix derniéres années », De fait, dans les pays ot Ja 
Pénicilline a été peu utilisée, les pourcentages restent faibles, 
Gupta et Chakravarti [10], aux Indes, observent 90 p. 100 de 
souches sensibles. Pour d’autres germes, notamment les bacilles 
coliformes, les Proteus et les bacilles pyocyaniques, l’augmenta- 
tion des pourcentages des souches résistantes est trés diversement 
appréciée. Rantz et coll. [5], Weil et Stempel [14], par exemple, 
n’observent pas d’évolution. Lutz et Hofferer {42], Schneierson [43), 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 février 1955. 
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Jackson et coll. [44] obtiennent une évolution nette pour un type 
de germe ou un antibiotique. 

Il semble donc que cette évolution, tout en frappant de facon 
prédominante le Staphylocoque, soit un phénomene local trés 
variable suivant la population étudiée. Il est done trés important 
de faire constamment le point pour des populations différentes 
afin de renseigner les cliniciens pour les cas ot un antibiogramme 
n’est pas possible. 

Dans plusieurs études antérieures [15, 16], nous avons apporté 
notre contribution en ce qui concerne les malades isolés, adressés 
i un laboratoire clinique de la ville 4 Paris depuis 1948. En 
reprenant les chiffres antérieurs nous étudions l’évolution observée 
de 1948 4 1954 sur environ 1 000 souches annuelles appartenant 
a diverses espéces. La technique de titrage utilisée est une 
méthode de diffusion en gélose utilisant des disques séchés. La 
lecture, décrite par l’un de nous [47], se fait par rapport 4 une 
sonche-test sur des courbes de concordances établies par compa- 
raison avec la technique des stries en gélose. La technique, la 
population des malades et la fréquence des différentes espéces 
microbiennes ont peu varié d’une année 4a l’autre et il semble 
possible de comparer statistiquement les divers pourcentages. 


RESULTATS. 


‘Les résultats sont figurés sur le tableau I pour les Staphylo- 
coques. 
Pour la Pénicilline les pourcentages de souches productrices de 


Tasieau I. — Pourcentage des souches résistantes. 


ANNEES 


NOMBRE DE SOUCHES 
PENIGILLINE 
STREPTOMYCINE 
CHLORAMPHENICOL 
CHLORTETRACYCLINE 


| 


Pour la pénicilline, pourcentage des souches productrices de pénicillinase 
Pour les autres antibiotiques. pourcentage des souches résistantes 2 plus de 60 wg/em$ 
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pénicillinase sont en augmentation croissante jusqu’en 1952; 
depuis les différences ne sont pas significatives. Le taux est voisin 
de celui observé dans les milieux hospitaliers.. Pour les trois 
autres antibiotiques lévolution a été significative entre 1951 et 
1952. Depuis, i] y a eu peu d’évolution pour la Streptomycine ect 
le Chloramphénicol ; la régression entre 1952 et 1953 n’est pas 
significative. Pour la Chlortétracycline |’augmentation en 1954 
sur 1952 est significative (p. < 0,001). 

En 1954, sur 228 souches titrées vis-a-vis de l’Erythromycine, 
une seule était résistante. 

Dans la figure 1 on trouve les résultats obtenus de 1949 a 1954, 
d’une part pour les pneumocoques et des Streptocoques p hémo- 
lytiques dont une partie a été étudiée sérologiquement et appar- 
tenait au groupe A, d’autre part, pour les entérobactéries lactose- 
positives rangées sous le terme de bacilles coliformes. 

Pour les pneumocoques et les Streptocoques étudiés on trouve 
toujours pour la Pénicilline, l’Auréomycine et le Chloramphénicol 
des taux de souches résistantes inférieurs a 5 p. 100 sans 
quaucune évolution se dessine. Pour la Streptomycine, la sensi- 
bilité de ces germes est d’emblée moindre, avec un pourcentage 
important de souches-limites. I] n’y a done pas, pour ce type de 
germe rencontré de facon prédominante dans les voies aériennes 
supérieures, de pertes d’efficacité des antibiotiques classiques. 

Pour les bacilles coliformes étudiés, en majorité d’origine 
urinaire ou fécale, i] n’y a pas non plus d’évolution et en 1954 
nous avons méme observé une diminution significative du pour- 
centage des souches ayant une sensibilité- limite a la Chlortétra- 
cycline, Le nombre de souches résistantes aux sulfamides en 
eénéra] est faible et se situe autour de 10 p. 100. 

En ce qui concerne les germes du genre Proteus, nous avons 
examiné, en 1954, 59 souches de P. mirabilis et 88 souches de 
P. morgani. Les résultats figurent dans le tableau II. Nous retrou- 


Tasteau Il. — Nombre de souches résistantes en 1954. 


ESPECES NOMBRE | spREPTOMYCINE| CHLORAMPAENICOL | CHLORTETRACYCLINE 


de souches 


P. mirabilis . 59 3 3 8 
P.morgani . &8 2 44 26 
447 5 47 84 


vons la différence de sensibilité de ces deux espéces vis-a-vis de 
la Chlortétracycline, mise en évidence récemment par Potee, 
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Wright et Finland, mais a l’inverse de ce qu’ils ont observé, i! 
y a depuis 1953 une augmentation de la sensibilité a cet anti- 
biotique (18 p. 100 de souches sensibles sur 214 en 1952 et 
43 p. 100 sur 147 en 1954), bien que le pourcentage de P. morgani 
par rapport a P. mirabilis n’ait pas changé de la méme facon. 

Pour Ps. aeruginosa les pourcentages de souches sensibles ou 
limites sont toujours faibles, autour de 10 p. 100 pour les divers 
antibiotiques, ce qui est trés inférieur A ce que nous avons 
observé en 1949 (50 p. 100) et implique la nécessité de faire appel 
de plus en plus a d’autres antibiotiques. 


R&EsuME. 


Chez les Staphylocoques, on observe depuis 1949 une augmen- 
tation des souches résistantes. Pour la Pénicilline dans la popu- 
lation de malades isolés que nous étudions, le taux atteint en 1954 
est celui qui est obtenu depuis plusieurs années en milien hospi- 
talier. Pour la Streptomycine, le Chloramphénicol et la Chlor- 
tétracycline cette évolution est nette, mais la résistance ne se 
rencontre encore que chez un quart des souches. 

Pour les Pneumocoques, les Streptocoques du grouge A, il n’y 
a pas d’évolution pour aucun de ces antibiotiques. 

Pour les B. coliformes et les Proteus, il n’y a pas non plus 
d’évolution, mais plutét une tendance 4 une plus grande sensi- 
bilité. 

Peu de souches de Ps, aeruginosa sont sensibles aux antibio- 
tiques classiques. 
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COMMUNICATIONS 


RECHERCHES SUR LA MICROFLORE 
DES TERREAUX NATURELS ET ARTIFICIELS 


par J. POCHON, H. n@ BARJAC et M.-A. CHALVIGNAC. 


(Institut Pasteur. Service de Microbiologie du Sol) 


L’importance de la fumure organique pour le maintien de la fer- 
tilité de certains sols et pour leur conservation, pour la mise en valeur 
de terrains pauvres, pour la régénération de sols épuisés ou en voie 
d’érosion, apparait de plus en plus clairement. L’emploi des engrais 
minéraux, seuls, n’y peut suffire ; mal réglé, il peut méme hater 
lévolution défavorable des sols. 

Par ailleurs, la diminution des quantités disponibles de fumiers 
naturels, limpossibilité, parfois, d’utiliser l’enfouissement d’engrais 
verts, ont incité, depuis quelques années surtout, & augmenter la 
production et a perfectionner les techniques de fabrication des fumiers 
et terreaux artificiels. Ceux qui sont correctement préparés se rap- 
prochent beaucoup, par leur composition chimique, des terreaux 
naturels. Qu’en est-il de Jeur microflore ? 

Nous envisageons ici de comparer les microflores de terreaux naturels 
(type terreau de couche des jardiniers) et des terreaux artificiels ; on 
pourrait méme les qualifier de terreaux « industriels » en ce sens que 
la matiére premiére utilisée, ou une partie de celle-ci, est souvent un 
sous-produit industriel et que leur technique de préparation, dans 
- le but de hater la fermentation, s’apparente plus a celles de l'industrie 
qu’a celles de l’agriculture. 

Nous avons pratiqué l’analyse microbiologique de terreaux d'origine 
et de fabrication trés diverses : tourteaux d’oléagineux, pailles préala- 
blement traitées pour la préparation du furfurol, tourbes ou déchets 
agricoles additionnés de sous-produits d’industrie de fermeniation. 
Tous ces engrais organiques avaient l’aspect du terreau de couche, 
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finement tamisé. Le terreau naturel témoin provenait de l'Institut 
Pasteur de Garches. 

L’analyse microbiologique a porté sur la microflore totale (bactéries, 
actinomycétes et champignons) et surtout sur l’activité des grands 
groupements microbiens a action physiologique définie: cycle de 
l’azote (fixation, ammonification, nitrification, dénitrification) ; cycle 
du carbone (cellulolyse, amylolyse) et cycle du soufre (oxydants et 
réducteurs). Il s’agit donc essentiellement d’une analyse écologique 
des germes d’intérét agronomique (1). 

Les résultats sont remarquablement constants et permettent d’opposer 
nettement terreaux naturels et artificiels. 


MicROFLORE TOTALE, — On sait que les chiffres obtenus par les diffé- 
rentes méthodes de numération ne peuvent étre admis comme ayant 
une valeur absolue ; cependant, les nombres trouvés avec une méme 
méthode, sur différentes terres, ont une valeur comparative et per- 
mettent de classer ces terres relativement les unes aux autres. 

Ces réserves faites, nos résultats montrent que les terreaux naturels 
ont une microflore totale bactérienne riche, de l’ordre de 500 Aa 
800 millions de germes par gramme (chiffres environ dix fois supé- 
rieurs A ceux trouvés, par la méme méthode, pour la plupart des 
terres en culture). La microflore des terreaux artificiels est, dans la 
majorité des cas, plus riche encore, atteignant jusqu’Aé 10 milliards 
par gramme (méme ceux préparés a partir de tourbes initialement 
irés pauvres, moins de 100 millions). 

Il y a donc une multiplication bactérienne intense au cours des 
processus de fermentation accélérée de la fabrication; mais nous 
verrons que les bactéries ainsi développées sont loin d’appartenir toutes 
aux groupements fonctionnels microbiens caractéristiques des sols 
normaux et sont vraisemblablement sans grand intérét agronomique. 

En ce qui concerne actinomycétes et champignons, les différences 
sont moins nettes (peut-étre & cause de limprécision des méthodes de 
numération) et l’on ne peut établir de régles générales. 


GERMES DU CYCLE DE L’AzOTE. — Groupe des fixateurs d’azote. — Que 
l’on opére sur terre moulée ou sur silico-gel, l’opposition est absolue 
en ce qui concerne les fixateurs aérobies (Azotobacter) : les terreaux 
naturels sont riches ; les terreaux artificiels analysés sont constam- 
ment et totalement dépourvus de ces germes. 

Par contre, la teneur en fixateurs anaérobies (Clostridium) est sen- 
siblement la méme pour les deux types. Il est vraisemblable que les 
Azotobacter, déj’ peu abondants ou absents dans les matiéres pre- 
mitres employées, sont tués, du fait de leur faible tolérance thermique, 
au cours de la fabrication des terreaux artificiels et que, de plus, ils 
sont inhibés pendant les phases d’anaérobiose. Elévation thermique | 
et anaérobiose ont, au contraire, une action sélective favorable sur les 
Clostridium. 

Groupe des ammonifiants et protéolytiques. — La haute teneur en 
substances carbonées et le rapport C/N élevé des terreaux rendent 


(1) Pour les techniques utilisées voir: J. Pochon et coll. Manuel tech- 
nique d’analyse microbiologique des sols, Masson édit., Paris, 1954. 
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inutilisable la méthode de mesure en terreau additionné de poudre 
de sang. La technique A la tyrosine montre le plus souvent une acti- 
vité plus élevée de la microflore ammonifiante dans les terreaux 
naturels que dans les artificiels. Méme résultat en ce qui concerne la 
microflore protéolytique par mesure sur milieu A la gélatine. 

Groupe des nitrificateurs. — Qu’il s’agisse des germes nitreux ou 
des germes nitriques, que la mesure d’activité soit réalisée sur silico- 
gel ou en milieu liquide, on note des différences considérables : les 
terreaux naturels sont trés actifs (20 & 65 p. 100 de grains positifs 
sur silico-gel ; nitrification jusqu’d la dilution 10—* en milieu liquide). 
Les terreaux artificiels sont presque totalement inactifs (0 4 10 p. 100 de 
grains positifs ; nitrification jusqu’a la dilution 10—?). Les germes 
nitriques sont encore moins actifs que les germes nitreux. 

Ici encore, comme pour les Azotobacter, la faible teneur en germes 
nitrificateurs des matiéres premiéres et leur inhibition de dévelop- 
pement en anaérobiose expliquent cette déficience des terreaux arti- 
ficiels. 

Groupe des dénitrificateurs. — L’activité de ce groupement, mesurée 
en milieu liquide, est aussi élevée dans les deux types ; elle est parfois 
trés forte dans certains terreaux artificiels. 


GERMES DU CYCLE DU CARBONE. — Groupe des cellulolytiques. — Les 
irés grandes richesse et activité de la microflore cellulolytique aérobie 
des terreaux mnaturels contrastent vivement avec la pauvreté des 
terreaux artificiels. Qualitativement aussi: Cytophaga et Cellvibrio 
dominent dans les premiers, espéces polyphages peu actives dans les 
seconds. 

La différence est moins nette en ce qui concerne les cellulolytiques 
anaérobies, mésophiles et thermophiles, mais elle est parfois en faveur 
des terreaux artificiels. 

Groupe des amylolytiques. — Sauf pour les terreaux artificiels, dont 
la matiére premiére est riche en amidon, ou qui sont arrosés avec des 
sous-produits d’industrie d’amidonerie, l’activité amylolytique est plus 
forte dans les terreaux naturels. 


GERMES DU CYCLE DU SOUFRE. — En ce qui concerne les réducteurs 
de sulfate (Sporovibrio) ils semblent plus actifs dans les terreaux 
naturels. La différence est moins nette pour les oxydants de S et de SH,. 


Ateues. — Abondantes dans les terreaux naturels, elles font tota- 
lement défaut dans les artificiels. 


Discussion ET coNcLUsIoNs. — Malgré leurs analogies physiques et 
chimiques apparentes, qu’il est d’ailleurs difficile de préciser dans 
notre ignorance de la nature intime des complexes humiques, les 
terreaux naturels et artificiels different profondément quant a leur 
microflore. 

Les plus importants groupements physiologiques, dont le réle est 
capital, fixateurs aérobies (y compris les algues), nitrificateurs, cellulo- 
lytiques aérobies, sont absents ou d’activité trés réduite dans la plu- 
part des terreaux artificiels. En général, du fait des processus de 
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fermentation accélérée, les espéces aérobies de ces groupements sont 
moins favorisées que les espéces anaérobies qui prennent alors le 
dessus. 

Cette pauvreté pourrait paraitre en contradiction avec 1l’énorme 
pullulation de germes numérés lors de la détermination de la micro- 
flore totale. Il s’agit probablement ici de germes d’apport, différents 
de ceux d’une microflore tellurique normale ; peut-étre aussi d’une 
partie de cette microflore préférentiellement stimulée. Le rdle de ces 
germes, s’il en est un, au cours de la fermentation et ultérieurement 
dans le sol, resterait A déterminer ; il semble que l’activité de certains 
groupement (protéolytiques, nitrificateurs) incite a leur attribuer en 
général un pouvoir protéolytique et dénitrifiant élevé. La microflore 
des terreaux artificiels apparait, en fin de compte, comme déséquilibrée 
par rapport a celle des terreaux naturels. 

I] est donc vraisemblable de penser que l’action favorable éventuelle 
des terreaux artificiels serait surtout en rapport avec 1|’introduction 
dans le sol d’humus « préfabriqué » et de substances énergétiques 
(celles-ci pouvant d’ailleurs, secondairement, stimuler la microflore du 
sol). L’apport en bactéries essentielles au métabolisme des principaux 
cycles apparait au contraire beaucoup plus restreint et généralement 
trés incomplet. 


SUR LES PARALYSIES DES SOURIS IMMUNISEES 
DANS LE TEST DE PROTECTION 
DES DIFFERENTS VACCINS ANTIRABIQUES 


par Z. JELESIC et P. ATANASIU. 


Unstitut Pasteur. Service des Virus.) 


Au cours du test de protection contre la rage pratiqué sur des souris 
vaccinées, on a généralement observé que la mortalité des souris était 
d’autant plus élevée que la dilution du virus d’épreuve était plus 
forte [10—*] (Habel [4]). L’explication de ce phénoméne serait la sui- 
vante : il s’agirait de l’effet d’une immunité locale que le virus d’essai, 
& forte concentration, déterminerait chez les animaux vaccinés, pro- 
voquant ainsi in situ une production d’anticorps tissulaires suffisante 
id la survie de ces animaux. 

A ce phénoméne s’ajoute celui de l’auto-stérilisation mortelle (Leva- 
diti [2]), en vertu duquel une partie des souris vaccinées, en parti- 
culier celles qui ont regu un vaccin fort, succombent néanmoins & Ja 
rage, mais font des paralysies et meurent sans qu’on puisse mettre en 
évidence le virus d’épreuve. Du point de vue anatomo-pathologique, 
je cerveau de ces animaux présente une encéphalite rabique typique. 

Il ne semble pas douteux que les souris meurent du fait de l’inten- 
sité d’une réaction d’immunité locale. 
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Dans la présente communication nous nous proposons de comparer 
parallélement l’indice de protection des différents vaccins, la mise eu 
évidence du virus dans le cerveau des souris paralysées et les Iésions 
anatomo-pathologiques observées. 


MATERIEL ET METHODES. — Vaccins soumis @ l’épreuve, — Nos ani- 
maux ont été vaccinés avec quatre vaccins (A, B, C, D), différents par 
leur valeur immunisante. 

Ce sont : 

Vaccin A: suspension 4 5 p. 100 de tissu cérébral de lapin dans 
l’eau physiologique phéniquée A 1 p. 100. 

Vaccin B: suspension de cerveau de mouton dans l’eau_physio!o- 
gique phéniquée 4 1 p. 100. L’inactivation du virus se fait en vingt- 
quatre heures a4 22°. 

Vaccin C.: suspension de tissu cérébral de mouton dans l’eau_ phy- 
siologique tamponnée a4 pH 7,6 et phéniquée a 0,5 p. 100. Le virus est 
inactivé huit jours 4 37°. Le pH final est 7,2. 

Vaccin D: vaccin U.V. desséché ; 10 p. 100 de tissu cérébral de 
lapin en suspension dans l’eau distillée et contenant 0,25 p. 100 
d’acide phénique et 0,01 p. 100 de thiomersal. 

Titrage. — La méthode de titrage des différents vaccins est celle 
décrite par Habel [3]. On pratique six injections de vaccin dilué 
a 0,5 p. 100 a raison de 0,5 ml tous les deux jours, par voie intra- 
péritonéale, 4 une cinquantaine de souris de méme poids variant entre 
12 et 14 g. L’épreuve de contréle est faite par linoculation de diffé- 
rentes dilutions (10-1 4 10—*) avec la souche C. V.S. (1) [DL,, variant 
entre 10—®.?5 et 10—®*,43], 4 raison de 0,03 ml par voie intracérébrale. 
L’indice de protection est calculé le vingt-huitiéme jour par la 
méthode des totaux cumulatifs de Reed et Muench [4]. 

Les souris paralysées ou agonisantes ayant recu les dilutions 10—+, 
10—*, et 10—? du virus d’épreuve sont sacrifiées. Une partie du cerveau 
et de la moelle est prélevée en vue des coupes anatomo-pathologiques, 
l’autre partie est réservée pour les passages. Les émulsions de cerveaux 
sont inoculées 4 des souris neuves A des dilutions variant de 10—} 
a 10-*. Le vingt-huitiéme jour, nous avons également sacrifié des 
souris vaccinées mais non soumises au virus d’épreuve pour voir si 
elles présentaient des lésions anatomo-pathologiques. De plus, toujours 
au vingt-huitiéme jour, nous avons sacrifié des souris vaccinées et 
ayant résisté au test d’épreuve pour en étudier également les lésions 
analtomo-pathologiques. 


RésuttTars. — Des le début de nos essais, nous avons été frappés par 
deux faits : d’une part les souris vaccinées avec des vaccins trés actifs 
(vaccins G et D) présentaient des paralysies et des quadriplégies 
typiques de rage, pleinement confirmées par les lésions anatomo- 
pathologiques d’encéphalite et de méningile ; on n’a cependant pas 
pu montrer la présence du virus rabique par passage a des animaux 
neufs. 


(1) Obligeamment fournie par le Dt Martin Kaplan, chef de la Section «es 
Médecine Vétérinaire, O. M. S. 
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Par contre, chez les souris vaccinées avec un vaccin de faible activité 
(A et B) puis paralysées avec le virus d’épreuve, le cerveau et la moelle 
inoculés 4 des animaux neufs ont toujours transmis la maladie ; 
parallélement, le taux de protection de ces vaccins est toujours bas 
(tableau I). 


TasLeau I, 


CVS EMPLOYE 
pour inoculation 
des souris immunisées TAUX 
de protection 


PASSAGE 


VACCIN 


p- 100 


Dilution de mortalité 


LDso Dilution 


Témoins. — Chez les souris vaccinées mais non éprouvées avec le 
virus d’épreuve et sacrifiées le vingt-huitiéme jour, on ne put mettre 
en évidence, soit par examen anatomo-pathologique du cerveau, soit 
par passage A des animaux neufs, la présence de virus ou de lésions 
caractérisltiques de rage. 

Les résultats furent similaires chez les souris vaccinées qui avaient 
résisté au virus d’essai et avaient été sacrifiées le vingt-huiti¢me jour. 


Discussion. — La maladie décrite par C. Levaditi [2], sous le nom de 
« neuro-infection mortelle auto-stérilisable » a été rencontrée dans la 
rage soit avant une immunisation chez différentes espéces d’animaux : 
chez le lapin (P. Lépine [5]), le coq et le pigeon (P. Remlinger et 
J. Bailly [6]) ; rage des rues chez le hérisson (D. Jonnesco [7]) ; oulou- 
fato chez le lapin (S. Nicolau et coll. [8]) ; chez le lapin avec le virus 
Flury (H. Koprowski et H. R. Cox [9]) ; soit aprés la vaccination contre 
la rage (C. Levaditi et coll. [2]; Nicolau et L. Kopciowska [40] ; 
D. Jonnesco [44] ; J. Balteanu et coll. [42] ; D’Silva [43]). 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE ‘789 


Dans les deux cas, le virus rabique associé 2 l’apparition d’une 
réaction immunitaire locale trop intense est responsable de la mort 
ou de la paralysie de ces animaux. 

Dans le test de protection de la souris par la technique de Habel 
pour le contréle des vaccins antirabiques, nous sommes en présence 
de deux catégories de vaccins : les vaccins 4 faible pouvoir protecteur 
(A et B) et les vaccins A fort pouvoir protecteur (C et D). 

Pour les bons vaccins, le vaccin.C par exemple, malgré l’apparition 
de paralysies chez les souris recevant les dilutions 10—* et 10—?, l’ino- 
culation de leur cerveau broyé et dilué A 10—1, 10-2 et 10—-% A des 
souris neuves donne des résultats négatifs (tableau I). 

Par contre, pour les souris vaccinées avec un vaccin tras faible (A) 
ou avec un vaccin dont le pouvoir protecteur est juste suffisant (B), 
nous avons toujours retrouvé le virus. 

Pour les deux catégories de vaccins, nous nous trouvons devant des 
paralysies mortelles avec des lésions anatomo-pathologiques du type rage 
fixe, mais, dans le premier cas, les lésions sont la conséquence d’une 
réaction locale trop forte provoquée par le virus qui disparait ; dans 
le deuxiéme cas, les lésions sont également causées par le virus, mais 
celui-ci reste présent. 

La question se pose de savoir si on pourra parvenir, dans le calcul 
des totaux cumulatifs, 4 différencier ces deux sortes de paralysies et, 
par conséquent, 4a améliorer le test de Habel, au passif duquel les 
morts avec autostérilisation sont actuellement portées. 
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MILIEU D’ENRICHISSEMENT 
ET TECHNIQUE D'ISOLEMENT DES £. COL/ 
DES GASTRO-ENTERITES INFANTILES (°) 


par Craup—e GERBEAUX (“). 


(Laboratoire de Bactériologie du Service du professeur R. Despre, 
Hépital des Enfants-Malades) 


Les E. coli des types 111:B4, 26:B6, 55:B5 sont en général facile- 
ment isolés des selles diarrhéiques des nourrissons atteints de gastro- 
entérites infectieuses rapportées A ces germes. En effet, 4 la phase aigué 
de la maladie, ils forment la quasi totalité de la flore intestinale et il 
nest pas rare de les obtenir en culture pure. 

L’isolement de ces HE. coli dans le rhino-pharynx des enfants est 
déja plus délicat en raison de la proportion plus réduite de ces germes 
(sauf de rares cas ot nous les avons trouvés en prédominance) et de 
leur passage rapide a ce niveau. 

Par contre, la présence de ces E. coli est beaucoup plus difficile 
a déceler soit dans les selles, soit dans le rhino-pharynx, en dehors de 
la phase aigué de la maladie : 

a) Enfant infecté, en période d’incubation ; 

b) Enfant traité par antibiothérapie et non complétement stérilisé, 
susceptible de faire une rechute ; 

c) Porteurs sains de ces LE. coli. 

Dans ces cas, les H. coli incriminés ne se trouvent qu’en trés faible 
proportion dans les prélévements et assez souvent leur recherche sera 
négative. 

Si l’on prend en considération la gravité de ces gastro-entérites 
a H. coli chez les nourrissons, leur contagiosité indéniable et la fréquence 
des rechutes de la maladie, on voit l’intérét, dans une créche, de déceler 
leur présence, en si faible quantité qu’ils soient, pour : 

1° Traiter Venfant en incubation avant l’apparition des troubles 
graves qui peuvent aller jusqu’d la mort. 

2° Déceler l’infection chez le nourrisson admis & l’hépital avant 
qu’il ne contamine d’autres enfants et pouvoir prendre les mesures 
prophylactiques nécessaires. Un seul enfant infecté admis dans une 
créche peut étre le point de départ d’une épidémie. 

3° Contrdler que l'enfant qui a été traité pour sa_ gastro-entérite 
a E. coli est bien stérilisé quant A ce germe et éviler qu’il ne soit 


(*) Travail effectué grace & une subvention du Centre National de fa 
Recherche Scientifique. 

(**) Nous tenons a remercier MM. les Drs Le Minor et P. Nicolle, de 
l'Institut Pasteur, qui ont bien voulu contréler et typer toutes nos souches 
dE. coli des G. E. 1. et nous aider deleurs conseils, ainsi que M"e Gaugain, 
dent la collaboration nous a été trés précieuse. 
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réhospitalisé quelques jours plus tard pour une rechute, apres avoir 
peut-étre contaminé d’autres enfants au sein de sa famille. 


MILiev. 


Ces faits nous ont incité a rechercher la mise au point d'un 
milieu d’enrichissement qui nous permette d’obtenir une culture 
prédominante des E£. coli (types 111:B4, 26:B6, 55:B5) a partir de 
prélévements pauvres en ces germes par rapport aux autres espéces. 

La mise au point de ce milieu fut grandement facilitée par le fait 
que nous avons eu la possibilité de faire nos essais, non seulement 
sur des souches conservées 4 cette intention, mais surtout sur les 
prélévements mémes. Un germe directement « sorti de l’organisme » 
ne se comporte pas toujours comme une souche déja entrainée sur les 
milieux. de culture. Nous avons souvent vérifié cette notion au cours 
de nos essais, ce qui nous a amené a supprimer ou modifier certains 
constituants de ce milieu d’enrichissement ou leur concentration. 

Nous avons été amené a la formule suivante utilisée a l’*heure actuelle 
a la Clinique médicale des Enfants, pour toute recherche des E. coli 
des gastro-entérites infantiles. 


Nc ol MA DUIS Fete ed | on St oy aad senor ik Wo Ae “nBiae omtaeaaion 10 g 
INCOM ee bs uth G eaeted Wee Pee PUES EL Va 5 g 
Autolysat de levure . Yh. ayalt Anti-e o : 2¢ 
] OF DEA ae tah a Mackey canGie ea Oty ety Pair She Cee Coa Sis PRRs . . 900 cm? 


Ajuster pH 7,2 
Filtrer-autoclaver. 

IIl.— Ramener au volume de 900 cm avec de l’eau distillée stérile sil 
y a lieu. Puis ajouter: 


Cristal violet en solution alcoolique a@ 60°, & 0,25 p. 100. 4 cms 
Solution acide phénique 49p.1000.......... 100 cm? 
Solittionystérileplactosela’ 30) p. 100) e2o 3 eo 10 cms 


Ill. — Répartir en tubes stériles (10 cm) capuchonnés aussitot. 


Ce milieu que nous cherchons actuellement 4 perfecltionner surtout 
du point de vue sélectif nous semble recommandable dés 4 présent pour 
les raisons suivantes : 

1° Tous les prélévements effectués 4 l’aide de ce milieu ont été 
positifs lorsque ceux réalisés par la méthode directe habituelle l’ont été. 

2° Dans les cas ott la méthode directe et la méthode d’enrichissement 
donnaient un résultat positif, le nombre de colonies de colibacilles des 
gastro-entérites infantiles était bien supérieur par la méthode d’enri- 
chissement & ce qu’il était par la méthode directe (citons un cas ou 
une seule colonie de 111:B4 fut décelée par la méthode directe et ot 
plus de 50 p. 100 des colonies de 111: B4 étaient retrouvées sur le milieu 
d’isolement aprés enrichissement). 

3° Sur 500 coprocultures systématiques effectuées 4 Ventrée d’enfants 
hospitalisés, nous avons obtenu : 

45 résultats positifs par la méthode directe ; 

56 résultats positifs aprés enrichissement. 

Ces deux méthodes étant appliquées comparativement a chaque pré- 
lévement. 
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Avec notre milieu d’enrichissement nous avons donc obtenu 11 préle- 
vements positifs, sur un total de 56, qui auraient été négatifs par la 
méthode directe. 

Au cours de notre étude sur l’infection de créche a E. coli 111: B4 
nous n’avons jamais pu retrouver ce germe dans les prélévements d’air 
effectués par la méthode directe (ceci, peut-étre, en raison de la pollu- 
tion relativement faible de l’air ambiant de la créche). Nous l’avons 
décelé douze fois par notre méthode d’enrichissement. 


Nous croyons donc que ce milieu peut actuellement rendre service, 
4 la fois sur le plan clinique et sur le plan épidémiologique, dans la 
recherche des E. coli des gastro-entérites infantiles. 


TECHNIQUE D’ISOLEMENT. 


A l’aide de ce milieu d’enrichissement nous avons cherché les moda- 
lités particulitres 4 chaque prélévement, modalités susceptibles d’avoir 
le meilleur rendement. Actuellement, nous procédons comme suit. 


1° PRELEVEMENTS ET ENSEMENCEMENT. — a) Prélévements de gorge. — 
Les prélévements de gorge sont effectués 4 l’aide d’un porte-tampon 
stérile imbibé préalablement de milieu d’enrichissement. Ce _ porte- 
tampon est ensuite plongé dans le milieu et le tout mis a 1l’étuve 
vingt-quatre heures. 

b) Prélévement de selle. — Un volume de la valeur d’une noisette 
est mis en suspension dans le milieu d’enrichissement. La culture est 
faite pendant vingt-quatre heures 4 ]’étuve 4 37° ou mieux a 41° suivant 
Je conseil de M. le Dt Le Minor. 

c) Prélévement d’air. — Une boite de Petri contenant 20 cm® au 
moins du milieu est placée ouverte pendant vingt-quatre heures dans 
la piece ott l’air doit étre analysé. La botte est mise ensuite a l’étuve 
pendant. vingt-quatre 4 quarante-huit heures. 

d) Prélévements divers. — Mains, matériel, linges, draps, couches, etc. 

Ces prélévements seront faits comme les prélévements de gorge. 


2° Isonpemenr, — Aprés culture de vingt-quatre heures dans le milieu 
denrichissement, lisolement d’Z. coli sera pratiqué sur gélose de 
Drigalski (délivrée par l'Institut Pasteur) par épuisement de facon 
4 obtenir des colonies bien isolées. 


3° Inenrirication, — Pratiquement, nous prélevions sur chaque boite 
6 colonies pour en étudier l’agglutinabilité dans les sérums spécifiques. 

2 colonies dans le sérum anti-111: B4, 

2 colonies dans le sérum anti-26: B6. 

2 colonies dans le sérum anti-55: Bd. 

Mais, sur les 6 colonies soumises A l’agglutinalion, l’effet du hasard 
joue un rdle important. Chaque groupe de deux colonies n’est en 
réalité testé que par rapport & un seul sérum. Or, il se pourrait que 
ces colonies appartiennent justement au type pour lequel elles n’ont 
pas été testées. 
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4° EmpLor p’UN SERUM POLYVALENT. — Nous avons donc pensé qu’il 
serait plus judicieux et plus rapide d’utiliser un sérum polyvalent 
agglutinant a la fois les Z. coli 111: B4, 26:B6, 55:B5. Nous avons done 
demandé a M. le D™ Le Minor de J’Institut Pasteur de préparer pour 
nous ce sérum, Nous l’utilisons actuellement et cette nouvelle technique 
nous permet un examen complet, méme dans les cas ow il n’est noté 
que quelques colonies de bacilles lactose +. 

Toute colonie agglutinée par ce sérum est ensuite soumise aux sérums 
spécifiques (111, 26, 55) pour étre identifiée. 


Résumé. — La recherche des E. coli des gastro-entérites infantiles, 
souvent délicate en raison de leur petit nombre dans certains préle- 
vements, se trouve grandement facilitée par l’emploi d’un milieu 
d’enrichissement et d’un sérum agglutinant polyvalent suivant la 
technique que nous avons énoncée ci-dessus. 


LA CONSERVATION DU VIRUS DE LA PESTE BOVINE 
PAR LYOPHILISATION 


par A. RAFYI, M. KAWEH et H. RAMIAR. 


(Institut d’Etat Razi, Hessarek-Karadj [Iran]) 


La difficulté de faire des passages, in vivo, sur bovins de race sensible 
au virus de la peste bovine est bien connue de ceux qui ont la respon- 
sabilité de préparer du vaccin antipestique. . 

Les méthodes employées par différents chercheurs pour conserver ia 
vitalité des virus sont nombreuses, mais actuellement la plupart des 
auteurs utilisent la méthode de lyophilisation. Entre nos mains cette 
méthode donne de bons résultats, mais le comportement des diverses 
souches est assez variable. 

Depuis la derniére épizootie de la peste bovine qui est apparue en 
1949 au Nord-Est de l’Iran, venant d’un des pays voisins, 1|’Institut 
Razi avait la responsabilité de produire du vaccin imactivé, soit au 
laboratoire central d’Hessarek, soit dans une succursale locale. 

Rappelons que la vaccination semi-obligatoire par le vaccin formolé 
de Curasson et Delpy nous a permis en cette circonstance d’empécher 
Vextension de la maladie vers l’intérieur du pays, puis de juguler 
l’épizootie en moins d’un an. 

Afin de parer a l’éventualité d’une nouvelle apparition de la peste, 
l’Institut devait rester en état de produire 4 tout moment du vaccin 
en quantité suffisante. Au début nous utilisions pour conserver nos 
souches des passages sur bovins d’une race trés sensible (Mazanderan), 
mais cette méthode est trés cotiteuse, les passages devant étre faits 
tous les huit jours. 

Pour obvier 2 cet inconvénient, nous avons essayé de conserver la 
souche bovine virulente par la méthode de lyophilisation. 
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PREPARATION ET CONSERVATION DU viRUS. — La rate des veaux, infectés 
expérimentalement de peste bovine, est broyée au Latapie et répartie 
a raison de 2 cm? dans des flacons de 20 cm’. Le contenu de ces flacons 
est congelé puis desséché dans l’appareil Stokes, sous vide. Les flacons 
sont bouchés sous vide et le virus ainsi lyophilisé est conservé a la 
glaciére 4 la température de +4° C. 

Premiére expérience. — Le 3 janvier 1951, la rate du veau pes- 
lique 29-750 (trente-deuxiéme passage in vivo) est lyophilisée. 

Le 27 janvier 1953, soit environ vingt-quatre mois aprés, nous avons 
inoculé avec ce virus le veau 31-964. L’animal, aprés avoir présenté 
des signes nets de peste classique, succombe le huitiéme jour. 

Seconde expérience. — Le 29 janvier 1951, les veaux 31-90 et 31-91 
ont été inoculés avec le virus lyophilisé depuis vingt-cingq mois. Ces 
deux veaux présentent des signes de peste classiques et succombent fe 
neuvieme jour. 

Troisiéme expérience. — Le 24 aott 1953, le veau 32-23 recoit ce 
méme virus lyophilisé depuis trente-deux mois. L’animal meurt Je 
neuviéme jour de peste aigué. Le sang de ce veau a servi pour inoculer 
les veaux 32-24 et 32-25. Ces deux animaux présentent de l’hyper- 
thermie vers le quatriéme jour et succombent le neuviéme jour et le 
dixiéme jour. 

Quatriéme expérience. — Le 21 janvier 1954, c’est-a-dire aprés trente- 
six mois de lyophilisation, le virus a servi pour inoculer les veaux 32-39 
et 32-40. Le veau 32-39 n’a pas fait de réaction. Le veau 32-40 a présenté 
une hyperthermie de 40°5 accompagnée d’inappétence, et de signes 
respiratoires, et a guéri les jours suivants. Son sang a servi 4 inoculer 
le veau 32-31 qui a fait une peste typique et est mort le huitiéme jour. 

Les veaux 32-39 et 32-40 éprouvés plus tard avec du virus normal 
n'ont présenté aucune réaction. 

Conenusion. — Le virus de la peste bovine lyophilisé et conservé a !a 
glaciére & +4°C, selon notre technique, garde sa virulence jusqu’au 
trente-deuxiéme mois. Il commence a se raréfier 4 partir de cette 
date. 
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INTERACTION BACTERIOPHAGE-BACTERIE 
INTERPRETEE 
PAR LA THEORIE DU MOUVEMENT BROWNIEN 


par M. H. BOISOT. 


(Laboratoire de Physique de l’Ecole Polytechnique) 


Une expérience récente effectuée a l'Institut Pasteur par A. Guelin 
et P. Lépine [4] révéle, ainsi que le montre la figure 1, la particularité 
suivante : 

A concentration de bactériophages constante, la fixation des corpus- 
cules, en fonction du nombre de bactéries, subit une importante 
diminution lorsque décroit le nombre de bactéries. Nous nous propo- 
sons, dans cette note, de fournir une hypothése susceptible d’expliquer 
cette chute brusque de la fixation, correspondant A un certain nombre 
de bactéries. 

Il est normal de supposer que les bactériophages sont soumis & un 
intense mouvement brownien, comparé a celui des bactéries. Si 1’on 
assimile en premiére approximation les deux particules & des sphéres, 
la formule d’Einstein s’écrit : 


: Constante de Boltzmann. 
: Température absolue. 

: Viscosité. 

: Rayon de la particule. 

I? : Moyenne quadratique du 
déplacement. 


P=kT 


It 3 oR 


3nnr 


d’ou Von déduit que la moyenne quadratique du déplacement des 
bactériophages est environ vingt fois plus grande que celle des 
bactéries. 

On sait qu’une particule soumise au mouvement brownien est attirée 
par une paroi, lorsque la distance qui l’en sépare est inférieure 4 une 
certaine valeur. On peut ainsi, compte tenu des dimensions respectives, 
et en assimilant la bactérie & une paroi, supposer une attraction & 
laquelle serait soumis le corpuscule bactériophage, lorsque celui-ci, au 
cours de sa trajectoire aléatoire, s’approche d’une bactérie d’une 
distance inférieure 4 une distance critique, que nous appellerons qd... 

Imaginons une surface homothétique de la bactérie, qui, si elle était 
assimilée A une sphére, aurait pour diamétre celui de la _bactérie, 
augmenté de 2d,. Cette surface, que nous appellerons surface d’inter- 
action, représente un volume Aa J intérieur duquel tout corpuscule 
bactériophage subira une attraction, vers la bactérie, tandis que tout 
corpuscule situé 4 son extérieur échappera a cette force, mais par le 
jeu du mouvement brownien pourra la traverser et subir, de ce fait, 


l’attraction. 
Lorsque la concentration en bactéries est faible, la mistanibe moyenne 
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entre elles est supérieure 4 2d, + a, a désignant le diamétre d'une 
bactérie assimilée 4 une sphére. Au fur et & mesure que cette concen- 
tration augmente, la distance moyenne diminue jusqu’au moment ou 
elle se trouve égale 4 2d). 

Pour cette concentration, que nous appellerons concentration critique, 
la distance moyenne entre les bactéries est égale a: 


2do + a=VB s 


Si l’on continue & faire croitre la concentration, la distance moyenne 
diminue encore, et se trouve inférieure 4 2d,. Par conséquent, les 


100 


“N 
(2) 


D 
(2) 


% CORPUSCULES FIXES 
Bas 
[e) 


Ww 
oO 


20 


fe) 

10° 10° 10" 10%. 10? 
NOMBRE DE BACTERIES 
Breas 


sphéres d’interaction se recoupent statistiquement, et un corpuscule 
placé au hasard aura donc une plus grande probabilité de se situer 
a Vintérieur d’une sphére d’interaction en supposant Vhomogénéité 
bactérienne réalisée. On congoit alors aisément que la courbe de fixation 
obtenue par A. Guelin et P. Lépine présente, pour un domaine trés 
étroit de la concentration bactérienne, une grande variation de la 
fixation. 

Prenant alors le nombre de bactéries correspondant au point 
d’inflexion de la courbe, ce nombre N° permet de connaitre d., soit 
de l’ordre de 1/1000 de centimétre (= 10 yw) en négligeant a devant d,, 
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Il devrait étre possible de confirmer ces vues en établissant une 
corrélation entre la fixation et les différents facteurs susceptibles de 
modifier le mouvement brownien, c’est ce que nous nous proposons 
d’entreprendre dans un avenir proche. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de lInstitut Pasteur : 


Le virus humain dit « encéphalomyélitique de Brazzaville » 
est en réalité un virus poliomyélitique type 1. Les carac- 
téres biologiques anormaux de ce virus tropical, par 
A. Petuissrer et E. Trinquier. 


Etude d’une souche atténuée de virus du myxome (Uriarra III 
d’Australie), par H. Jacoror, A. Varrée et B. Virar. 


Contribution a l'étude du complément. I. Inactivation spon- 
tanée dans les conditions de l’hémolyse. Action protectrice 
des ions calcium, par R. Laporte, L. Harpré pre Looze et R. Smiarp. 


Développement du virus grippal et pH du liquide allantoique 
de lYceuf embryonné. IV. Action inhibitrice des substances 
acides, par B. Fauconnier. 


LIVRES RECUS 


T. Guthe et R.R. Willcox. — Les tréponématoses, probléme mondial, 
84 p. Prix: Fr. fr. 160, Fr. s. 2—, 3s 6 d, $ 0,50. (Réimpression 
du vol. 8, n°* 2-3, de la Chronique de l’Organisation Mondiale de 
la Santé.) [Dépositaire pour la France : Librairie Masson, 120, boule- 
vard Saint-Germain, Paris (VI®).] 


Cette brochure expose les progrés réalisés depuis la deuxiéme guerre 
mondiale dans la lutte contre ce groupe de maladies. Les propriétés 
tréponémicides de la pénicilline et la mise au point de nouvelles 
techniques pour dépister les sujets justiciables d’un traitement ont 
eu des conséquences incalculables pour cet important secteur de la 
santé publique, notamment dans les régions ot sévissent la syphilis, 
le pian et d’autres infections endémiques et ot une action de grande 
envergure permet d’espérer qu’on parviendra un jour ou l’autre a en 


avoir raison. 
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Les auteurs donnent un bref apercu historique de |’épidémiologie des 
tréponématoses, décrivent la nature et l’ampleur du probleme que ces 
maladies posent aujourd’hui et discutent des nouvelles méthodes dont 
on dispose pour les combattre. Suit une récapitulation des activités 
des gouvernements et des organisations internationales dans la lutte 
contre les tréponématoses au cours de ces derniéres années. Une troi- 
sidme section souligne la nécessité de déployer des efforts concertés 
pour maitriser les maladies de ce groupe dans Je cadre de mesures 
générales de santé publique. La brochure traite également des aspects 
économiques du probléme et laisse entrevoir les gains économiques 
qui pourraient résulter de |’exécution de programmes judicieux de 
santé publique dans ce domaine. 

Up Nee BE 


La sérologie et les techniques de laboratoire dans la lutte contre les 
tréponématoses. Organisation Mondiale de la Santé: Série de 
Rapports techniques, n° 79, 1954, 52 p. Prix : Fr. fr. 160, Fr. s. 2 —, 
3s 6 d, $ 0,50. [Dépositaire pour la France: Librairie Masson, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°).] 


Parmi les principales questions examinées par le Comité, on peut 
citer : la production, le contréle et l'emploi des antigénes cardiolipides ; 
l'utilisation de sérums desséchés sous congélation dans la sérologie de 
la syphilis ; la stabilité des échantillons de sang et de sérum transmis 
par la poste ; enfin, les résultats obtenus jusqu’& présent par le test 
d’immobilisation de Treponema pallidum (TIT). 

Des annexes au rapport exposent les résultats de différentes études 
de laboratoire, ainsi que ceux d’enquétes portant sur les méthodes’ de 
diagnostic qui sont utilisées dans les différentes parties du monde. 

Ha: 


La vaccination antituberculeuse. Sixviéme rapport du Comité d’experts 
de la tuberculose. Organisation Mondiale de la Santé: Série de 
Rapports techniques, n° 88, 1954, 11 p. Prix : Fr. fr. 80, Fr. s. 1 —, 
1s 9d, $ 0,25. [Dépositaire pour la France : Librairie Masson, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°).] 


Des preuves convaincantes autorisent aujourd’hui a penser que la 
vaccination permet de créer une résistance spécifique & la tuberculose. 
Il reste cependant, dans ce domaine, de nombreux problémes A résoudre, 
qui ont fait Vobjet des délibérations de la sixiéme session du Comité 
d’Experts de la Tuberculose de OMS, dont le rapport vient de paraitre. 

Ce rapport traite principalement de la vaccination par le BCG. Parmi 
les questions passées en revue concernant le vaccin lui-méme, on peut 
mentionner : les différences relevées dans les propriétés allergénes des 
vaccins préparés par des laboratoires différents et dans l’intensité des 
réactions qu’ils provoquent, et les qualités de conservation des vaccins, 
notamment des vaccins desséchés sous congélation et des vaccins — 
liquides. De nouvelles recherches sont nécessaires A cet égard. 

Les différentes techniques d’administration du vaccin sont discutées, 
en particulier la vaccination par voie buccale au moyen de fortes doses 
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répélées de BCG (« vaccination concomitante »), ainsi que les méthodes 
permettant d’évaluer Vallergie produite et la protection conférée par 
la vaccination. Des indications sont données sur les épreuves tubercu- 
liniques préalables 4 la vaccination, sur le choix des sujets A vacciner 
lors des campagnes de masse et sur la revaccination des sujets non 
allergiques. 


Les autres questions abordées dans le rapport sont; la vaccination 
par le bacille murin et par les bacilles tués (anatuberculine) ; l’inté- 
gration de la vaccination par le BCG dans l’activité des services de 
santé publique ; l’action de 1’7OMS dans le domaine de la coordination 
des recherches scientifiques et la lutte antituberculeuse A 1’échelle 
internationale ; le réle de la vaccination par le BCG dans la prophy- 
laxie de la lépre. Hest 


Comité d’erperts du _ paludisme. Cinquiéme rapport. Organisation 
Mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, n° 80, 1954, 
48 p. Prix : Fr. fr. 80, Fr. s. 1—, 1s 9d, $ 0,25. [Dépositaire pour 
la France: Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, 
Paris (VI°).] 


Ce rapport traite d’abord du réle des insecticides. Deux faits nou- 
veaux sont particuliérement importants 4 cet égard : l’apparition chez 
les anophéles d’une résistance aux insecticides, et l’interruption des 
pulvérisations d’insecticides A effet rémanent, qui a été réalisée avec 
succés en Guyane Britannique, en Gréce et aux Etats-Unis d’Amérique. 
Sur le premier de ces points, le rapport souligne que le probléme de 
la résistance des anophéles aux insecticides est certes & étudier, mais 
que la résistance rencontrée jusqu’ici ne constitue pas un obstacle 
sérieux a la lutte antipaludique. Quant au second fait, qui permet 
d’envisager la cessation des pulvérisations 4 partir du moment owt la 
transmission du paludisme a été réduite dans une mesure suffisante, 
il exige que l’on mette au point des critéres d’aprés lesquels on pourra 
déterminer A quel moment « ]’élimination compléte » de la maladie 
est réalisée, et que l’on prenne certaines précautions lorsque les pulvé- 
risations ont été effectivement interrompues. 


Dans un chapitre consacré & la chimiothérapie du paludisme, !e 
rapport étudie deux nouveaux médicaments, la pyriméthamine et la 
primaquine. Il mentionne les avantages que peut présenter, dans 
certaines circonstances, l’emploi des nouveaux antipaludiques de 
synthése ; une annexe expose 1’état actuel des médicaments antipalu- 
diques en usage. 

Signalons, parmi les autres questions traitées: les acquisitions 
scientifiques récentes en paludologie et les possibilités d’extension de 
l’action antipaludique internationale. Cet apergu montre que l’on est 
maintenant beaucoup plus prés du but, qui est « I’élimination du 
paludisme en tant que probleme de santé publique dans le monde ». 


Statistiques sanitaires. Notes et rapports, Bull. Org. mond. Santé, 
1954, 44, 314 p. Prix: Fr. s. 12, —, £1, $ 3. [Dépositaire pour ‘a 
France, Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°)]. 
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Comité d’experts des soins infirmiers. Troisiéme rapport. Organisa- 
tion Mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, n° 91, 32 p., 
Prix : Fr. fr. 80, 1954, Fr. s. 1, —, 1s 9d, $ 0,25. [Dépositaire pour ia 
France : Librairie Masson, 120, boulevard Saint-Germain, Paris (VI°)]. 


M. Vaucel, E. Roubaud et H. Galliard. — Terminologie du paludisme. 
Rapport d’un, Comité de Rédaction nommé par l’Organisation 
Mondiale de la Santé. Organisation Mondiale de la Santé: Série 
de Monographies, n° 25, 1954, 96 p. Prix : Fr. fr. 80, Fr. s. 6 —, 10s, 
$ 1,50. [Dépositaire pour la France : Librairie Masson, 120, boule- 
vard Saint-Germain, Paris (VI°).] 


Pour répondre A la nécessité urgente d’une nomenclature uniforme 
des termes utilisés par les paludologues, la Commission du Paludisme 
de l’Organisation d’Hygiéne de la Société des Nations avait élaboré 
un « Rapport sur la terminologie employée en paludologie », qui fut 
publié en 1940. Ce rapport, qui est actuellement épuisé, a récemment 
fait l’objet d’une révision approfondie par deux comités de rédaction 
(anglais et francais) nommés par ]’Organisation Mondiale de ia Santé. 
Le rapport francais vient de paraitre dans la Série de Monographies 
de VOMS. 

Ce rapport, qui, d’une maniére générale, suit le plan adopté dans 
le rapport de la Commission du Paludisme, est divisé en deux parties : 
la premiere est un commentaire des termes utilisés par les paludologues 
(a l’exclusion, cependant, des termes qui concernent les techniques 
de l’ingénieur et les appareils de pulvérisation, ainsi que des noms des 
médicaments antipaludiques) ; la seconde est constituée par un glos- 
saire détaillé, qui sert en méme temps d’index au commentaire. 
Celui-ci comprend trois chapitres consacrés respectivement aux parasites 
du paludisme et a l’infection qu’ils provoquent chez l’homme, Aa la 
mesure du paludisme dans la collectivité humaine, et au vecteur de 
Vinfection, l’anophéle. Le glossaire donne, pour chaque terme, une 
définition succincte avec renvoi approprié au commentaire, ainsi que 
l’expression anglaise équivalente partout ot cela s’est trouvé possible. 

Les principaux aménagements introduits par rapport a la publication 
antérieure concernent : la terminologie relative aux formes du parasite 
chez lVhédte vertébré et & la reproduction exoérythrocytaire du Plas- 
modium, accompagnée de schémas qui en illustrent les différents types, 
et lutilisation et l’action des médicaments antipaludiques. 

Hsgls 


Rapport d’un groupe d’études. L’identification et la classification 
des mollusques vecteurs de la bilharziose (Afrique équatoriale et 
Afrique du Sud). Organisation Mondiale de la Santé: Série de Rap- 
ports techniques, n° 90, 1954, 24 p. Prix : Fr. fr. 80, Fr. s. 1, —, 1s 94d, 
$ 0,25, [Dépositaire pour la France : Librairie Masson, 120, boulevard 
Saint-Germain, Paris (VI°)]. 


Substances thérapeutiques, prophylactiques et diagnostiques, Bull. 
Org. mond. Santé, 1954, 40, 171 p. Prix: Fr. s. 6, —, 10 s, $ 1,50. 
[Dépositaire pour la France: Librairie Masson, 120, boulevard Saint- 
Germain, Paris (VI°)]. 
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